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RÉsUMÉ 
Le développement du placenta est possible grâce à l'invasion des trophoblastes 
dans l'endomètre de la mère, ce processus étant lui-même étroitement régulé par des 
molécules pro et anti-invasives. Le Transforming Growth Factor fJ (TGF-~) est une 
cytokine multifonctionnelle requise pour le développement embryonnaire et pour la 
régulation de l'invasion par les trophoblastes. Un ou plusieurs isoformes du TGF-~ sont 
produits par l'utérus lors de la grossesse, particulièrement au moment de l'implantation. 
Récemment, nous avons démontré qu'une exposition au TGF-~3 augmentait la capacité 
d'invasion des cellules endométriales. Le but de la présente étude est de déterminer si 
certains isoformes du TGF-~ peuvent également réguler l ' invasivité des cellules 
trophoblastiques.Nous avons tout d'abord débuté notre étude en déterminant si les deux 
lignées cellulaires utilisées, soit les cellules HRP-l et les cellules RCHO-l , possèdaient 
les récepteurs du TGF-~ . Pour ce faire, des analyses de RT -PCR ont été effectuées et les 
résultats obtenus nous ont permis de démontrer que les cellules exprimaient l' ARN des 
isoformes du TGF-~ et que les deux lignées cellulaires possèdent les deux types de 
récepteur. L'activation de différentes voies de signalisation pouvant être induite par le 
TGF-~, et qui pourraient avoir un rôle à jouer dans la prolifération, la différentiation ou 
l'invasion des cellules trophoblastiques a par la suite été évaluée. Les résultats nous 
permettent de constater que les voies de Smad, p38 MAPK et p44/42 (ERK) sont 
activées par le TGF -~ chez les deux lignées cellulaires. Des tests de prolifération au 
MTT nous ont permis d'évaluer l' effet du TGF-~ sur la prolifération des cellules HRP-l 
et RCHO-l. Le TGF-~ inhibe la prolifération des cellules HRP-l alors que les cellules 
RCHO-I ne sont nullement affectées par le traitement. L'analyse des noyaux cellulaires 
suite à la coloration avec le Hoechst, de même que l'analyse des niveaux protéiques de 
la caspase-3 clivée, nous a permis de vérifier que le TGF-~ n'induisait pas l'apoptose 
chez ces cellules. De plus, sachant que différentes voies de signalisation sont activées 
par le TGF-~, nous avons voulu déterminer leur implication dans le contrôle de la 
prolifération des cellules trophoblastiques. Ainsi, les résultats obtenus nous permettent 
de penser que la voie de ERK pourrait être partiellement impliquée dans le contrôle de la 
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prolifération cellulaire, alors que la voie des Smads n'a aucun effet sur cette dernière. 
Finalement, des tests d'invasion sur Matrigel ont démontré que les différents isoformes 
du TGF-~ modulaient la capacité d'invasion des cellules HRP-l et RCHO-l. Ces 
résultats suggèrent que le TGF-~ modulerait la prolifération ainsi que la capacité 
d'invasion des cellules trophoblastiques. De plus, les voies de signalisation qui sont 
activées par le TGF -~ semblent avoir un rôle à jouer dans ce processus. 
Mots clés : TGF-~, trophoblaste, prolifération, apoptose, invasion, endomètre 
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L' infertilité est définie comme étant l' incapacité d'un couple à procréer ou à 
mener une grossesse à terme au bout d'une année ou plus de rapports sexuels non 
protégés. Selon l'Organisation mondiale de la Santé (OMS), dans le monde, environ 
15% des couples en âge de procréer consulteraient pour des problèmes d ' infertilité. Chez 
10% des couples, suite à plusieurs tests diagnostiques, l' infertilité demeure inexpliquée 
[9]. Les échecs d'implantation demeurent un problème non résolu dans l'étude de la 
reproduction et sont considérés comme la principale cause d ' infertilité chez les femmes. 
Selon l'équipe de Webb et al. , les défauts d'implantation seraient responsables, à un taux 
aussi haut que 78%, des échecs lors de la grossesse [10]. Par ailleurs, les deux tiers des 
échecs d ' implantation sont dus à une réceptivité utérine inadéquate alors que l'autre tiers 
est dû à l'embryon lui-même [11;12]. 
Les recherches effectuées au cours des dernières années ont mené à la découverte 
de molécules essentielles au processus d'implantation de l ' embryon, menant les 
chercheurs à faire d'importantes avancées dans le domaine de la reproduction. Il a été 
démontré que le Transforming Growth Factor-fi (TGF-~) peut moduler les propriétés 
invasives de certains types de cellules, telles les cellules cancéreuses [13 ;14]. Par contre, 
son rôle dans l'invasion de l'endomètre par le trophoblaste lors de l'implantation reste 
encore très peu étudié. De plus, la présence des isoformes du TGF-~ dans l'utérus lors de 
la grossesse et jouant ainsi un rôle dans l'implantation embryonnaire et le 
développement placentaire a été démontrée [15 ;16]. C'est pourquoi l'étude de l'impact 
du TGF-~ sur la signalisation, la prolifération et l ' invasion des cellules trophoblastiques 
est importante. Une meilleure compréhension des mécanismes régulant l'implantation de 
l'embryon permettrait d'envisager des traitements pour les problèmes d'infertilité. 
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Notre étude fut réalisée avec des lignées cellulaires du rat, soit les cellules 
trophoblastiques HRP-I, provenant d'un extrait de placenta et les cellules RCHO-l, 
provenant d'un choriocarcinome. 
Plus précisément, les cellules HRP-l proviennent de la zone du labyrinthe du 
placenta du rat. Cette zone est responsable des échanges entre la mère et le fœtus. In 
vitro, il a été démontré que les cellules HRP-l forment une monocouche de cellules 
confluentes et qu'elles possèdent la capacité de se différencier en cellules ressemblant 
aux trophoblastes ainsi qu'au sac vitellin [17]. 
Les cellules RCHO-1 sont aneuploïdes (cellules constituées d'un nombre anormal 
de chromosomes), elles sont faciles à mettre en culture et elles possèdent la capacité de 
se différencier, in vitro et in vivo, en cellules géantes du trophoblaste (Trophoblast Giant 
Cells: TGCs) [18]. Les TGCs constituent l'une des premières lignées des cellules 
trophoblastiques à se différencier [19;20]. Ces cellules sont situées à l'interface matemo-
placentaire et expriment les gènes des membres de la famille des prolactines placentaires 
[19-21]. Les cellules RCHO-1 ont entre autre été utilisées afin d'étudier la régulation du 
cycle cellulaire [22-25], de la différenciation [26-28], ainsi que la capacité d'invasion 
des trophoblastes [29;30]. Une des caractéristiques intéressante à propos de ces cellules 
est qu'elles peuvent être maintenues dans des conditions favorisant la prolifération, ou 
bien les conditions de culture peuvent être modifiées afin de promouvoir la 
différenciation cellulaire [30-32]. 
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1.2 Infertilité féminine 
1.2.1 Causes 
Les causes de l'infertilité sont multiples et touchent la femme dans environ 35% 
des cas [33]. La fertilité chez la femme diminue lorsqu'elle atteint la trentaine et cette 
diminution s' accélère avec le temps. Le poids, s' il est insuffisant, peut nuire à la fertilité 
en nuisant aux cycles menstruels et à la fonction normale des ovaires. D'un autre côté, 
l'obésité peut jouer un rôle dans l'infertilité en influençant le métabolisme des 
estrogènes et des androgènes, l' accumulation des hormones stéroïdes dans le tissu 
adipeux et en engendrant l 'hyperinsulinisme, lesquels ont un impact sur de nombreuses 
autres fonctions nécessaires à la reproduction [34;35]. De plus, l'exercice physique 
pratiqué en excès peut aussi jouer un rôle dans l' infertilité en entraînant des irrégularités 
au niveau du cycle menstruel [36]. Même si aucune étude n'a démontré clairement que 
le stress ou les facteurs psychologiques nuisent à la fertilité, il semble qu' ils pourraient 
contribuer à une baisse de la fertilité chez la femme, entre autre en déréglant le cycle 
menstruel [37]. Le ,style de vie pourrait aussi nuire à la fertilité. Le tabac entraînerait une 
diminution précoce de la réserve ovarienne, en plus d'avoir un rôle à jouer dans un 
nombre accru de fausses couches suite à des anomalies chromosomiques [38;39]. 
L'utilisation abusive de drogues telles que la cocaïne, la marijuana, les amphétamines et 
les opiacés (héroïne et méthadone) pendant la grossesse peut entraîner des avortements 
spontanés, le décollement placentaire, des naissances prématurées ainsi que des 
anomalies congénitales. Les effets de l'alcool sur le système reproducteur féminin sont 
peu connus. Par contre, l'inhibition de l'ovulation ainsi qu 'une réduction significative de 
l'estradiol et de la progestérone plasmatique ont été observé chez les rats après leur avoir 
administré de l' éthanol [40]. L'alcool est un tératogène, et ses effets sur la grossesse sont 
multiples : avortement spontané, retard de croissance, malformations congénitales et 
retard mental [39]. Les infections transmises sexuellement (ITS), telles que la chlamydia 
et la gonorrhée peuvent aussi être responsable de la diminution de la fertilité chez la 
femme [41;42]. 
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Parmi les facteurs mentionnés précédemment, seul l'âge est considéré comme 
étant un problème irréversible. Les autres facteurs peuvent être contrôlés par la femme. 
Les troubles de l'ovulation, le syndrome des ovaires polykystiques et autres problèmes 
de nature hormonale sont quelques exemples d'affectations touchant la femme et 
pouvant diminuer la fertilité. Ces facteurs sont plus difficiles ou parfois même 
impossibles à traiter. L'endométriose, qui est la présence de tissu endométrial en dehors 
de l'utérus, peut aussi amener une diminution de la fertilité en obstruant les trompes ou 
par la formation de kystes qui perturbent la maturation des ovules, rendant ainsi 
impossible une ovulation normale. Certains facteurs environnementaux tels l'exposition 
aux produits chimiques ou aux radiations peuvent aussi constituer un danger pour la 
conception ou la gestation. Les solvants organiques qui entrent dans le processus de 
fabrication de divers produits de consommation tels que la colle, le plastique, le 
caoutchouc, la teinture, les cosmétiques et bien d'autres libèrent des substances volatiles, 
qui ont des répercussions sur la fertilité de la femme entre autre en augmentant les 
risques de fausses couches ainsi que d'anomalies chromosomiques au niveau de l'ovule 
[43-45]. Les pesticides et les insecticides, ainsi que les radiations ionisantes, telles que 
les rayons X, ainsi que les radiations non ionisantes, comme les rayons UV peuvent 
aussi augmenter les risques de fausses couches [46-48]. 
1.2.2 Traitements 
Les traitements proposés pour régler les problèmes d'infertilité chez la femme 
sont multiples, allant du simple traitement hormonal à la chirurgie qui est parfois 
nécessaire chez les femmes ayant les trompes obstruées ou endommagées, entre autre 
par l'endométriose. Deux types de traitements hormonaux sont utilisés: les traitements 
de l'hyperprolactinémie (excès de production de prolactine par l'hypophyse), ainsi que 
les inducteurs de l'ovulation [49]. Si l'infertilité est due à une infection, un traitement 
antibiotique est indiqué. Dans certains cas, des procédures plus complexes telles que 
l'insémination artificielle ou la fécondation in vitro devront être pratiquées afm de 
permettre au couple de concevoir. 
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1.3 Implantation du blastocyste 
1.3.1 Formation du blastocyste 
Suite à la fécondation, plusieurs événements se succèdent, entraînant la reprise de 
la méiose. Ainsi, l'ovule fécondé subira des divisions cellulaires successives, passant 
d'un stade de cellule mère à deux cellules au début de la première semaine de 
fécondation, à la formation du blastocyste (figure 1.1) vers la fm de la 1 ère semaine. Le 
blastocyste est un stade du développement embryonnaire précoce chez les mammifères 
et l'homme. li est issu d'un phénomène appelé blastulation qui consiste en la division 
par mitose du zygote en blastomères, qui se divisent à leur tour pour former la morula. 
Les cellules externes de la morula forment le trophoblaste qui constituera le placenta. 
Les cellules internes, quant à elles, s'amassent à un pôle de la morula et forment 
l'embryoblaste ou bouton embryonnaire. 
Trophoblaste 
Embryoblaste 
Figure 1.1 Schéma d'un blastocyste de 5-6 jours 
À ce stade, le blastocyste est formé de deux types de cellules: les cellules du 
trophoblaste, qui formeront les annexes de l'embryon (dont le placenta), ainsi que les 
cellules de la masse cellulaire interne (embryoblaste) qui formeront l'embryon. 
Tiré et adapté de Understanding Stem Cells : An Overview of the Science and Issues du 
National Academies [5] 
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1.3.2 Sites d'implantation 
Chez la plupart des espèces, l'implantation s'avère une étape critique pour la 
reproduction. Pour que l'implantation soit un succès, l'endomètre doit être réceptif, le 
blastocyste doit être normal et une communication efficace doit pouvoir avoir lieu entre 
les tissus maternels et embryonnaires [50;51]. L'établissement d'échanges directs entre 
la mère et l'embryon a lieu grâce à des facteurs de croissance, des hormones, la matrice 
extracellulaire (MEC) ainsi que par des molécules d' adhésion [52]. 
Parmi les facteurs de croissance impliqués, le facteur de croissance épidermique 
(Epidermal Growth Factor : EGF) et le TGF-~. L'EGF est exprimé chez les cellules 
déciduales, de même que chez les cellules trophoblastiques [53]. L'EGF induit 
l' invasion [54;55], la différenciation [56;57] et la prolifération [58] des trophoblastes. Il 
a été démontré que l'EGF induisait l'augmentation des niveaux de métalloprotéases 
matricielles (MMP) MMP-2 et MMP-9 dans les cellules trophoblastiques [55;59;60], 
molécules reconnues comme ayant un rôle à jouer dans le processus d'implantation. Le 
TGF-~ est exprimé autant au niveau des cellules endométriales que des cellules 
trophoblastiques [61]. Les effets du TGF-~ sur la prolifération et l' invasion du 
trophoblaste seront discutés un peu plus loin. 
Les syncytiotrophoblastes, dont nous verrons la provenance à la section 1.4.1, 
sécrètent des hormones incluant la progestérone ainsi que 1 'hormone chorionique 
gonadotrophique humaine (hCG), lesquelles jouent un rôle important dans 
l'implantation. Autre le maintien du corps jaune, l'hCG affecte aussi la croissance et la 
différenciation cellulaire. Jusqu'à la neuvième semaine de grossesse, les trophoblastes 
expriment un récepteur à 1 'hCG tronqué et inactif. Par la suite, le récepteur passe sous sa 
forme pleine longueur, permettant une régulation autocrine de l'hCG sur la 
différenciation cellulaire [62]. De plus, l'hCG est reconnue pour augmentrer les niveaux 
de MMP-9, un facteur clé dans l'invasion des trophoblastes [62]. La progestérone, qui 
est essentielle à la préparation de l'utérus en vue d'accueillir l'embryon, est aussi 
nécessaire au maintien de la grossesse. La progestérone agit via l'activation de ces 
récepteurs: progesterone receptor A (pGRA) et progesterone receptor B (PGRB) [63]. 
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Ces deux récepteurs peuvent être considérés comme étant des récepteurs indépendants, 
et ayant des activités transcriptionnelles différentes [64;65]. Le PGRB serait 
prédominant chez le trophoblaste jeune, alors que le PGRA le serait chez le trophoblaste 
à terme [63]. 
Les composantes de la matrice extracellulaire, incluant le collagène, la 
fibronectine, la laminine, la vitronectine et la trophinine influencent les fonctions 
cellulaires en se liant aux intégrines, permettant l'adhésion, la migration et la 
différenciation cellulaire [66] . Chez l'humain, la trophinine est présente autant dans les 
cellules du trophoblaste que dans les cellules épithéliales du placenta, et pourrait être 
impliqué dans l'implantation du blastocyste en formant un complexe moléculaire 
d'adhésion entre les cellules [67;68]. Par contre, chez la souris, la trophinine ne joue pas 
un rôle essentiel dans l'implantation de l'embryon puisque des souris dont le gène de la 
trophinine a été inactivé sont tout de même capables de se reproduire [69]. 
Les molécules d'adhésion cellulaires, telles que les intégrines et la mucine MUCI 
ont aussi un rôle à jouer dans le processus d'implantation. Chez la femme pendant la 
phase d'adhésion, le blastocyste induit par voie paracrine un clivage de la MUCI au 
niveau du site d'implantation [70]. La présence de MUC 1 à la surface des cellules 
utérines empêcherait l' adhérence du blastocyste en dehors de la phase de réceptivité 
utérine, puis le blastocyste arrêterait localement l ' expression du gène de la MUC 1 [67]. 
Les intégrines sont des molécules présentes à la surface des cellules étant à la fois 
impliquées dans l'adhésion cellulaire via des composantes spécifiques de la MEC et 
agissant comme des récepteurs capables de transduire un signal dans les deux sens. Elles 
sont constituées d'une sous-unité alpha et d'une sous-unité bêta [71]. L'expression 
spécifique des intégrines alPI , a4pl et avp3 augmente dans l'endomètre humain dans la 
période du cycle correspondant à l'implantation, alors que l'absence des deux dernières 
est associée à des problèmes d'infertilité [72]. Chez la souris, lors du début de 
l'implantation, on observe une augmentation de l'expression des sous-unités a2, a6A et 
a7 [73]. Comme chez la femme, une dérégulation de ces expressions entraîne des 
défauts d'implantation. 
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L'embryon peut s'implanter dans tous les tissus du système reproducteur de la 
femme. De plus, dans la majorité des espèces, la totalité de la surface endométriale est 
compétente pour l'implantation [74]. Cependant, lorsque l'implantation se situe dans 
tout autre site que l'utérus (on parle alors de grossesse ectopique), des complications 
peuvent se produire, entraînant même parfois l'arrêt de la gestation. La figure 1.2 montre 







Figure 1.2 Sites d'implantation chez la femme 
Infundibulair 
Représentation du système reproducteur féminin et des différents types de grossesse 
selon le lieu d'implantation. Tiré et adapté de Magazine Health [1] 
Chez la souris et le rat, les sites d'implantations sont situés au niveau des cornes 
utérines, tel qu'illustré sur la figure 1.3 ci-dessous. Chez le rat [75] et la souris [76], 
l'induction de l'implantation requiert la présence de progestérone et d'œstrogène afin 
d'augmenter le développement pré-implantatoire dans le tractus reproducteur. Par 
contre, chez la femme, l'implantation peut se dérouler même en absence d'estradiol, qui 
est le principal œstrogène de l'organisme[74]. Les oestrogènes ont pour but de stimuler 
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les cellules afin de les préparer à l'action de la progestérone [77]. La progestérone, quant 
à elle, pourrait participer au maintien de la semi-allogreffe, car elle possède une activité 
anti-inflammatoire locale, et est aussi capable d' inhiber la phagocytose de même que la 
prolifération lymphocytaire au niveau de l'utérus [77]. 
Ovaire 
---
_ Trompe de 
Fallope 
Embryons 
Figure 1.3 Sites d'implantation chez le rat et la souris 
Représentation de l'anatomie de l'appareil reproducteur de la rate et la souris. Les sites 
d'implantation se situent au niveau des cornes utérines. 
Tiré et adapté de Ertzeid G , Storeng RHum. Reprod. 2001 [7] 
1.3.3 Fenêtre d'implantation 
L'endomètre est un tissu unique dans lequel l'embryon ne peut s'implanter qu'au 
cours d'une période bien précise où l' endomètre est dans une phase dite réceptive, la 
fenêtre implantatoire ou fenêtre d'implantation. La fenêtre d'implantation diffère entre 
les espèces. Ainsi, chez les humains, tel que l' illustre la figure 1.4, cette période de 
réceptivité s' étend du jour 20 au jour 24 d'un cycle menstruel normal [78]. Chez les 
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rongeurs, tels que le rat ou la souris, cette période se situe entre les jours 4 et 5 de la 
gestation [52;79]. 
Od 2d 4d 6d 8d 10d 12d 14d 16d 18d 20d 22d 24d 26 
Figure 1.4 Fenêtre d'implantation au cours du cycle menstruel chez la femme 
L'implantation de l'embryon a lieu à un moment bien précis du cycle menstruel, soit la 
fenêtre d' implantation, comprise entre les jours 20 et 24 (zone ombragée). Les 
différentes phases du cycle menstruel sont : A) menstruation, B) prolifération, C) 
sécrétion et D) fenêtre d'implantation. 
Tiré et adapté de http: //www.embryology.ch/[4] 
1.3.4 Phases de l'implantation 
L'implantation est un processus qui se déroule selon une succession bien précise 
d'étapes caractérisées par le degré de contacts entre les cellules épithéliales utérines et 
trophoblastiques [80]. Quelques jours suivant la fécondation, la membrane pellucide 
entourant l'œuf fécondé se rompt, entraînant l'éclosion du blastocyste (figure 1.5). Les 
trophoblastes, les cellules qui sont à la surface du blastocyste, entrent alors en contact 
avec l'endomètre. Seules les cellules trophoblastiques ont la capacité d'adhérer à 
l'épithélium utérin [81]. 
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Afin que l'implantation pUIsse se produire, des remaniements profonds de 
l'endomètre et du trophoblaste doivent avoir lieu. Parmi les modifications que doit subir 
l'endomètre, on retrouve: l'augmentation de la perméabilité des capillaires, un œdème 
de la muqueuse et des remaniements des constituants de sa MEC (fibronectine, 
collagènes et laminine). De plus, chez les espèces à implantation invasive, la réaction 
déciduale du stroma endométrial fait partie des changements majeurs observées lors de 
l'implantation [74]. Suite à ces changements, les deux tissus sont en mesure d'adhérer, 
mais seulement au site d'implantation. 
La première étape de l'implantation consiste en l'orientation du blastocyste, de 
façon à présenter son bouton embryonnaire face à l'endomètre. L'embryon lui-même est 
en mesure de favoriser son implantation en émettant des signaux précoces tels que la 
libération d'histamine et du facteur activateur des plaquettes (PAF) [82]. La libération 
d 'histamine par l'embryon permet de modifier la perméabilité capillaire et la réponse 
immune [83] alors que le PAF d'origine embryonnaire serait responsable de l'œdème et 
de l'augmentation de la perméabilité vasculaire observés au site d'implantation, soit 
directement, soit pas l'intermédiaire de la prostaglandine E2 (PGE2) [77]. Les premiers 
contacts entre les cellules trophoblastiques et utérines surviennent lorsque le blastocyste 
est plaqué sur l'épithélium utérin. La prochaine étape consiste en une adhésion stable, 
empêchant l'œuf d'être éliminé par simple lavage. Comme tout autre épithélium, celui 
de l'endomètre est non adhésif, car il est recouvert de glycoprotéines formant le 
glycocalyx. Au cours de la période de réceptivité utérine, on observe chez plusieurs 
espèces une modification de l'épaisseur et de la composition du glycocalyx, permettant à 
l'implantation d'avoir lieu. Ainsi, chez la souris, un amincissement du glycocalyx sur 
l'ensemble de la muqueuse utérine peut être observé lors de la phase pré-implantatoire, 
alors que chez la femme, on note une augmentation de son épaisseur [84]. Un système 
d'interpénétration permet aux microvillosités à la surface des trophoblastes de se faufiler 
au travers des cellules épithéliales utérines, permettant l'établissement de complexes 
jonctionnels, rendant l'adhésion plus solide. La dernière étape du processus 
d'implantation, l'invasion, permet au blastocyste de pénétrer plus ou moins 




Figure 1.5 Étapes menant à l'implantation de l'embryon dans l'endomètre. 
A) Éclosion du blastocyste. B) Adhésion à l'endomètre. C) Adhésion stable du 
blastocyste. D) Invasion de l'endomètre. (1. Épithélium de la muqueuse utérine 2. 
Hypoblaste 3. Syncytiotrophoblaste 4. Cytotrophoblaste 5. Épiblaste 6. Blastocèle) 
Tiré de http://www.embryology.ch/[4] 
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1.4 Invasion de l'endomètre par les trophoblastes 
1.4.1 Différenciation du trophoblaste 
Présent dès le tout début du développement embryonnaire, le trophoblaste 
constitue la couche périphérique du blastocyste. Plus tard dans le développement, il se 
différenciera en deux couches: la couche interne, cytotrophoblaste et la couche externe, 
syncytiotrophoblaste, qui formera le placenta. Les cytotrophoblastes sont des cellules 
bien individualisées et elles sont les seules capables de proliférer et d' assurer le 
renouvellement des cellules trophoblastiques. Les syncytiotrophoblastes forment quant à 
elles un tissu multinucléé sans limites cellulaires distinctes [85] . Ces dernières sécrètent 
des enzymes protéolytiques, comprenant plusieurs métalloprotéinases, qui lui permettent 
de traverser la lame basale et de pénétrer dans le stroma sous-jacent au contact des 
vaisseaux sanguins utérins. Chez la femme, le syncytiotrophoblaste se développe 
rapidement, et lorsque la pénétration du blastocyste dans l' endomètre est achevée, il va 
entourer complètement l ' embryon [85]. 
In vitro, la stimulation de la différenciation des cellules du cytotrophoblaste en 
syncytiotrophoblaste est assurée par 1 'hCG [86;87]. Cette hormone, qui permet de 
confirmer la grossesse chez la femme, est synthétisée sous la forme de deux sous-unités, 
a et p, par le syncytiotrophoblaste et est libérée dans la circulation maternelle sous forme 
de dimère a/p constituant l'hCG [88]. L'hCG peut être détectée aussi tôt que 6 à 9 jours 
suivant la conception, soit au moment de l'implantation du blastocyste [89] . 
La différenciation du trophoblaste s' effectue selon deux grandes voies [90] : le 
trophoblaste villeux, qui baigne dans le sang maternel de la chambre intervilleuse et qui 
est impliqué dans tous les échanges fœto-maternels de même que la fonction endocrine 
du placenta, ainsi que le trophoblaste extravilleux, qui participe au remaniement des 
artères spiralées utérines et à l'ancrage du placenta au niveau de l'utérus. 
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1.4.2 Invasion par le trophoblaste 
Au moment de l' implantation, les cellules du trophoblaste prolifèrent au site même 
de l'implantation. Puis, afin de favoriser l'implantation profonde de l'embryon, les 
cellules trophoblastiques entrent en contact avec les cellules épithéliales de l'endomètre 
et ces dernières entrent en apoptose [91]. Ce processus de migration et d'invasion des 
trophoblastes dans l'endomètre utérin est influencé entre autres par les protéines de la 
MEC, telles que les intégrines et les cadhérines. Il existe 3 modes d' invasion, selon le 
type de pénétration de l'épithélium utérin par les trophoblastes: l'invasion par 
déplacement (chez le rat ou la souris), l' invasion par fusion (chez le lapin) ou l' invasion 
par intrusion (chez l'humain) [92]. Chez la femme, le syncytiotrophoblaste s'insère entre 
les cellules épithéliales utérines avant de les phagocyter. Chez le rat, une fois au contact 
de la membrane basale, les cellules trophoblastiques émettent des prolongements 
cytoplasmiques facilitant ainsi le décollement des cellules épithéliales qui entrent alors 
en apoptose, avant d'être phagocytées. 
1.4.3 Mécanismes de l'invasion de l'endomètre 
L' invasion est un processus qui se décompose en 3 étapes [74], dont la première 
constitue la liaison des cellules trophoblastiques aux constituants de la membrane basale 
de la MEC par des récepteurs spécifiques, les intégrines. 
La deuxième étape de l'invasion consiste en l'activation des protéases. Afin que le 
trophoblaste puisse progresser dans le stroma utérin, des composants de la MEC et de la 
membrane basale se doivent d'être clivées. Ce rôle revient à la plasmine ainsi qu'à des 
enzymes appartenant à la famille des MMPs. Les cellules trophoblastiques humaines 
sécrètent la MMP-2 et la MMP-9 [93], alors que chez la souris [94] et le rat [30], les 
études effectuées démontrent une expression de MMP-9. 
La dernière étape est celle de la migration des cellules trophoblastiques par 
ancrage sur les protéines de la MEC et/ou de protéines déciduales, telles que l'Insulin 
Like Growth factor Binding Protein-l (IGFBP-l) par l' intermédiaire d'intégrines dont 
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l'expression varie au cours du processus. L'IGFBP-l est sécrétée sous l' effet de la 
progestérone, de l'EGF et de l'insuline [77]. De plus, l'IGFBP-l contient une séquence 
RGD (Arg-Gly-Asp) de reconnaissance des intégrines, qui peut en particulier fixer 
l'intégrine a5pl [77]. Pendant la migration des cellules trophoblastiques humaines, on 
observe une disparition de l ' intégrine a6p4 au profit de l ' intégrine a5pl [74]. Le 
complexe formé de IGFBP-llintégrine a5pl contribue peut-être à faire augmenter la 
migration cellulaire en diminuant l ' interaction avec la MEC déciduale[77]. 
1.4.4 Contrôle endocrinien 
Afin que l' implantation puisse se dérouler correctement, une action préalable sur 
l'utérus par les oestrogènes, en particulier l'estradiol (E2), et la progestérone (P4) doit 
avoir lieu au cours du cycle menstruel et lors des premiers stades de la gestation [95 ;96]. 
Les oestrogènes (estradiol, oestrone et oestriol) sont produites par le placenta [97] et 
agissent par l ' intermédiaire de leur liaison avec leurs récepteurs spécifiques qui 
abondent dans les tissus utérins. Une action cruciale des oestrogènes est d' induire la 
synthèse intracellulaire des récepteurs à la P4 [98]. 
La P4 est une hormone indispensable à l'établissement de la gestation et elle a 
pour rôle d'assurer un milieu favorable au développement de l' embryon et à son 
implantation. Par contre, la lutéolyse (régression du corps jaune) doit être inhibée afin de 
maintenir la sécrétion de P4. Afin que la transformation du corps jaune cyclique en corps 
jaune gestatif puisse avoir lieu, il doit y avoir inhibition de la lutéolyse ainsi que le 
maintien de stimuli hormonaux lutéotropes [74]. Le maintien de la sécrétion de la P4 par 
le corps jaune dépend de l'hCG chez les humains. Chez les rongeurs, s' il y a gestation, 
le corps jaune persiste jusqu'au terme car l'embryon provoque la transformation des 
cellules du stroma en cellules déciduales, inhibant ainsi la lutéolyse en favorisant la 
sécrétion de la prostaglandine E2 au lieu de la prostaglandine F2a . De plus, le placenta 
sécrète une hormone lactogène placentaire à activité lutéotrophique (PLU) et des 
oestrogènes (lutéotrophiques chez les rongeurs). Par ailleurs, l 'E2 provoque directement 
la croissance du corps jaune et sa sécrétion de P4 même en absence de l'hormone 
lutéinisante (Luteinizing hormone: LH) [74]. 
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Chez les différentes espèces, l'importance de l'E2 au moment de l'implantation est 
différente. Chez la rate et la souris, l'E2 est indispensable alors que chez la femme, 
l'implantation peut très bien se dérouler en absence d'E2 [99]. 
1.5 Facteur de croissance transformant bêta 
1.5.1 Description et rôles 
La superfamille du facteur de croissance transformant bêta comporte une trentaine 
de membres retrouvés dans tout le règne animal, dont les TGF-ps, les activines et les 
BMPs (Bane Morphogenie Proteins). Les facteurs de croissance, y compris le TGF-p, 
sont impliqués dans un grand nombre de processus biologiques liés au développement, à 
l'homéostasie, à la reproduction et à la réparation des tissus. Plus particulièrement, le 
TGF-p est connu comme étant un peptide multifonctionnel ayant entre autre pour rôle de 
réguler l'expression des protéines de la MEC, la prolifération et la différenciation 
cellulaire, l'apoptose et l'angiogenèse [16;100]. Le TGF-p peut aussi réguler la capacité 
d'invasion de plusieurs types de cellules [101] , en plus de jouer un rôle dans 
l'implantation de l'embryon et le développement placentaire. Sous forme exogène, le 
TGF-p facilite le développement embryonnaire in vitro en promouvant la prolifération et 
le développement du blastocyste et en augmentant le nombre de cellules du blastocyste 
[102-104] . De nombreux types cellulaires synthétisent du TGF-p dont les plaquettes, les 
macrophages, les fibroblastes, les ostéoblastes et les cellules épithéliales. Plusieurs types 
de cellules cancéreuses produisent également du TGF -p. 
Chez l'humain, le TGF-pl est fortement exprimé au niveau des tissus de la rate, et 
joue un rôle de maintien des fonctions immunitaires. Le TGF-pl et le TGF-p2 sont 
exprimés dans l'oocyte en développement ainsi que dans l' embryon [ 1 05]. Le TGF -p3 
est quant à lui exprimé principalement au cours de l'embryogénèse, notamment lors de 
la gastrulation [106; 1 07] . 
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Au niveau de l'endomètre plus spécifiquement, le TGF-p2 est localisé de façon 
prédominante au stroma, alors que le TGF -p 1 et TGF -p3 sont présents autant au niveau 
des cellules épithéliales que stromales [108-110]. 
1.5.2 TGF -p dans l'implantation et l'invasion 
Des études ont permis de démontrer l'expression des trois isoformes du TGF-p 
dans l'utérus de rates gestantes [15]. En effet, on observe une augmentation des niveaux 
de TGF-pl et de TGF-p2 dans les cellules épithéliales et dans le stroma en début de 
gestation, au moment de l'implantation. Leur expression est cependant détectée tout au 
long de la gestation, en étant particulièrement élevé durant les phases apoptotiques telles 
que lors de la régression de la déciduale basale. Par contre, l'expression du TGF-p3 n'est 
pas détectée au début de la gestation, suggérant que son action n'est pas requise lors de 
l'implantation [15;101;111;112]. 
De plus, chez l'humain, le TGF-p jouerait un rôle dans l'implantation, par la 
stimulation de production de fibronectine ou de VEGF (vascular endothelial growth 
factor) [113; 114] ou alors en promouvant l'adhésion des trophoblastes à la MEC [115]. 
Il serait aussi responsable de la mise en place de l'implantation en promouvant la 
décidualisation des cellules du stroma endométrial. De plus, une étude a démontré que le 
TGF-pl serait responsable de l'augmentation de la production, par les cellules 
épithéliales, d'une cytokine favorisant l'implantation, le leukemia inhibitory factor (LIF) 
[116]. 
Par ailleurs, une étude effectuée précédemment montre que le TGF -p inhibe la 
prolifération et l'invasion des trophoblastes, probablement en diminuant l'activation des 
MMPs et en stimulant la sécrétion de leurs inhibiteurs (TIMPs) [117]. Une autre étude 
montre que la capacité d'invasion des trophoblastes suite à un traitement avec le TGF-p 
est due à une diminution des niveaux de MMP-9 et de l'activateur du plasminogène de 
type urokinase (uP A), sans affecter les niveaux de TIMPs ou la prolifération cellulaire 
[112]. De plus, des concentrations élevées de TGF-pl dans le plasma de femmes 
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souffrant de pré-éclampsie ont été observées [118], ce qui pourrait expliquer le défaut 
d'implantation au cours de la prééclampsie [119]. 
1.5.3 Structure 
Chez les mammifères, il existe trois isoformes du TGF-p; TGF-p1, TGF-p2 et 
TGF-p3. Tous trois sont codés par des gènes distincts, situés sur des chromosomes 
différents. Du point de vue de leur structure, ces trois isoformes, possédant de 76 à 80% 
d'homologie entre leurs séquences protéiques, sont très similaires. Le poids moléculaire 
de chacun des isoformes diffère légèrement avec 15, 12.5 et 12 KDa pour le TGF-pl, p2 
et p3 respectivement. Le TGF-p est synthétisé sous forme d'un précurseur inactif clivé 
seulement avant la sécrétion. Le LTGF-p (pour Latent TGF-fJ) requiert une maturation 
pour se fixer à son récepteur et induire une réponse cellulaire. Il est constitué d'un 
peptide signal de sécrétion dans sa région aminoterminale, d'une région appelée LAP 
(pour Latency Associated Protein) et d'une région carboxyterminale. C'est cette partie 
qui constituera le TGF-p actif après maturation. La forme biologique active du TGF-p 
est constituée par un homodimère dont les deux chaînes sont liées par des interactions 
hydrophobes et par un nœud de six cystéines qui forment trois ponts disulfures 
[120;121 ]. La dimérisation du TGF-p est possible grâce à l'engagement d'une septième 
cystéine dans un pont disulfure reliant les deux monomères. 
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1.5.4 Récepteurs et signalisation 
Afm qu'il puisse exercer ses fonctions, le TGF-p doit se lier à un récepteur 
transmembranaire possédant une activité sérine/thréonine kinase au niveau de sa partie 
cytoplasmique [121 ;122]. La figure 1.6 nous montre le TGF-p se liant au récepteur. En 
fait, il y a deux types de récepteur qui ont été caractérisés, soit le récepteur de type 1 ou 
TpR-I et le récepteur de type II ou TpR-II. Ces récepteurs sont composés d'une petite 
région extracellulaire riche en cystéine et d'un domaine intracellulaire où se situe leur 
domaine kinase. Le récepteur de type 1 se distingue du récepteur de type II par le fait 
qu'il demeure inactif s'il n'est pas phosphorylé ainsi que par la présence d'un domaine 
GS cytoplasmique (séquence riche en glycine et sérine) qui précède le domaine kinase 
[123] , alors que le TpR-II possède une activité kinase intrinsèque. 
Le TGF-p se lie tout d'abord au récepteur de type II, entramant la reconnaissance 
et le recrutement du récepteur de type 1. Le TpR-I peut alors être activé par la 
phosphorylation de résidus sérines et thréonines dans son domaine GS. La structure 
dimérique du TGF-p suggère qu'il fonctionne en associant ensemble une paire de 
chacun des types de récepteur, entraînant ainsi la formation d'un complexe 
hétérotétramérique [120;121]. Les deux chaînes de TpR-II phosphorylent alors les 
chaînes de TpR-I, qui a leur tour vont phosphoryler leurs substrats [124-126]. 
Le bêtaglycane, aussi connu sous le nom de récepteur de type III (TPR-III), permet 
la fixation du TGF-p au TpR-II avec une meilleure affmité [120]. li n'a par ailleurs pas 
été montré si cette molécule peut initier par elle-même la transduction d'un signal 
cellulaire, mais il semblerait qu'il ne puisse transmette directement un signal cellulaire 
[127]. 
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Figure 1.6 Liaison du TGF-Jl sur son récepteur 
La liaison du TGF-p se fait sur le récepteur de type II, ce qui entraîne le recrutement du 
récepteur de type 1 et son activation par la phosphorylation de résidus sérines et 
thréonines dans son domaine GS. 
Tiré et adapté de Medecine World [2] 
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1.6 Signalisation cellulaire activée par le TGF-p 
Les cellules ont différentes formes de communication dont: la signalisation 
paracrine, autocrine, endocrine et synaptique. Précédemment, nous avons mentionné que 
certaines cellules du corps humain sécrétaient du TGF-p. Parmi celles-ci, certaines 
possèdent les récepteurs du TGF-p, leur permettant ainsi d 'établir une signalisation 
autocrine, en plus de la signalisation paracrine pouvant être induite. Par ailleurs, le TGF-
p, de même que d'autres facteurs de croissance et cytokines, exercent leurs effets 
biologiques sur les cellules cibles en activant spécifiquement différentes voies de 
signalisation cellulaire. Afm d'activer la voie de signalisation, le ligand doit interagir 
avec son récepteur spécifique, entraînant la multimérisation des chaînes du récepteur. 
Les protéines kinases ainsi activées vont, grâce à la phosphorylation, activer certaines 
protéines cytoplasmiques, permettant l'activation d'une cascade de phosphorylation 
aboutissant à la propagation et à l'amplification du signal. Dans une même cellule, un 
même récepteur est en mesure d'activer plusieurs voies de signalisation. La figure 1.7 
résume l'activation de ces voies en présence de TGF-p. Quelques-unes des principales 







Figure 1.7 Voies de signalisation cellulaire induites par le TGF-p 
Le TGF -~ se lie à son récepteur de type II, ce qui entraîne la phosphorylation du 
récepteur de type 1 sur des résidus spécifiques (sérine et/ou thréonine). Une fois activé, 
ce dernier va à son tour phosphoryler les protéines Smad2 ou Smad3, entraînant la 
formation d'un complexe avec la protéine Smad4. Le complexe ainsi formé sera 
transloqué dans le noyau où il jouera son rôle de facteur de transcription. Le TGF -~ peut 
aussi activer des voies de signalisation Sm ad-indépendantes telles que les voies de p38 
MAPK, ERK 1/2, JNK ainsi que la voie de la PI3K. 
Tiré et adapté de SABschience, Qiagen Company [6] 
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1.6.1 Voie des SMADs 
La transduction du signal induit par le TGF-~, du récepteur jusqu'au noyau, est 
principalement assurée par la famille de facteurs de transcription Smads (de la fusion de 
Sma et Mad, noms des deux premiers membres identifiés chez C. elegans et la 
drosophile respectivement) [121]. Trois groupes fonctionnels forment cette famille. 
Premièrement, les Smads associés au récepteur (R-Smads), qui interagissent 
spécifiquement avec le T~R-I activé et sont spécifiques d'un ligand. Smad1 , Smad5 et 
Smad8 étant associés en réponse au BMP ou au facteur antimüllérien alors que Smad2 
et Smad3 le sont par le TGF-~ et l'activine [128]. Les Co-Smads, tels que Smad 4 et 
Smad4b, médiateurs communs pour tous les membres de la famille du TGF -~, font 
partie du deuxième groupe alors que les I-Smads ou Smads inhibiteurs tels que Smad6 et 
Smad7, font partie du dernier. 
Afin que l'activation de ces facteurs de transcription puisse s'effectuer, le TGF-~ 
doit se lier au T~R-II, qui comme nous l'avons déjà mentionné, va former un complexe 
hétérodimérique avec T~R-I tel qu'illustré à la figure 1.8. Ce réarrangement va entraîner 
l'acquisition d'une activité kinase par le T~R-II, phosphorylant ainsi le T~R-I sur des 
résidus sérine et/ou thréonine. Lorsqu'il est activé, le T~R-I peut à son tour 
phosphoryler, donc activer, les protéines R-Smad dans un motif Ser-X-Ser situé dans 
leur région C-terminale. Suite à la phosphorylation de Smad2 ou Smad3 par le TGF-~, il 
y a formation d'un complexe avec Smad4. Smad4 est une protéine retrouvée dans les 
cellules de la peau, du pancréas, du colon, de l'utérus et de l'épithélium. Elle se situe 
dans le cytoplasme de la cellule, et lorsque le complexe R-SmadiSmad4 est formé, il est 
transloqué dans le noyau où il pourra se lier à l'ADN, soit directement ou en s'associant 
avec d'autres protéines fixant l'ADN pour jouer son rôle de facteur de transcription 
[121]. Il est important de noter que Smad4 ne peut être importée dans le noyau que 
lorsqu'elle est associée aux R-Smads, alors que Smad2 et Smad3 sont importées de 
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1) Liaison du TGF-p avec le TpR-II. 2) Formation du complexe TpR-IIITpR-I. 3) 
Phosphorylation du TpR-I par le TpR-II. 4) Phosphorylation de Smad2 ou Smad3 par 
TpR-I. 5) Formation d'un complexe Smad2/Smad4 ou Smad3/Smad4. 6) Transport du 
complexe vers le noyau. 7) Liaison du complexe à l'ADN et début de la transcription. 
Tiré et adapté de www.sigmaaldrich.com [3] 
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1.6.2 Voie des Mitogen Activated Protein Kinases (MAPK) 
La voie des MAPK constitue l'une des principales VOles de transmission des 
signaux de prolifération et figure parmi les plus conservées au cours de l'évolution. Il 
n'est donc pas surprenant qu'elle ait un rôle à jouer dans les processus d'invasion et de 
migration des cellules. Chez les mammifères, la voie des MAPK se divise en 4 sous-
familles soit: la voie ERK1I2 (extracellular signal-regulated kinase), la voie Jnk (Jun 
kinase), la voie p38 et la voie ERK5. L'activation de ces différentes voies de 
signalisation dépend du type cellulaire ainsi que du stimulus extracellulaire impliqué 
[130]. Les voies de ERK, p38 MAPK et Jnk sont connues pour réguler la migration chez 
différents types de cellules, par des mécanismes tels que la régulation à la hausse des 
niveaux de MMP-9 [131] et la phosphorylation de la kinase d 'adhésion focale (FAK) 
[132]. 
Le point de départ afin d 'activer la voie des MAPK est la phosphorylation d'une 
tyrosine du récepteur d'un facteur de croissance, le RTK (récepteur à tyrosine kinase). 
Ceci permet à la protéine adaptatrice Grb2, qui possède des domaines SH2 et SH3, de 
s'accrocher au récepteur tyrosine kinase par son domaine SH2 au résidu 
phosphotyrosine du récepteur, alors que les deux domaines SH3 interagissent avec la 
région riche en proline de la protéine adaptatrice Sos. Sos est un facteur d'échange GDP-
GTP qui peut interagir avec Ras, une petite protéine à activité GTPase, qui se situe dans 
le cytosol, près de la membrane plasmique. Sous sa forme activée, chargée de GTP, Ras 
peut entrer en interaction avec la MAPKKK Raf, entraînant un changement de 
conformation de Raf qui est activée suite à la phosphorylation. Raf activée va à son tour 
phosphoryler la MAPKK MEK qui elle-même phosphoryle la MAPK ERK. Cette 
dernière entre ensuite dans le noyau cellulaire où elle ajoute des groupements phosphate 
aux résidus sérine et thréonine des facteurs de transcription fos et jun (préalablement 
phosphorylé par la protéine kinase Jnk) qui s'associent pour former le facteur de 
transcription AP-l (activating protein-l). AP-l active l'expression du gène de la cycline 
D, entraînant l'activation du cycle cellulaire et par le fait même, augmente la 
prolifération cellulaire [74]. Les voies de Jnk et de p38 sont aussi activées par une 
cascade de protéines kinases tel que le montre la figure 1.9. 
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Des études sur la voie de signalisation ERKI/2 ont démontré que MEKI joue un 
rôle essentiel dans la formation du placenta durant le stade du développement de 
l'embryon [133] et que l'activation des voies ERKI/2 et p38 sont nécessaires afin 
d'initier la différenciation des trophoblastes [134]. De plus, tel que mentionné 
précédemment, les cellules épithéliales de l'endomètre (CEE) qui sont adjacentes aux 
cellules trophoblastiques entrent en apoptose au moment de l'implantation. Cependant, 
les mécanismes de signalisation conduisant à l'apoptose des CEE demeurent flous. Une 
étude a démontré l'activation des voies p38 MAPK et ERKl/ 2 dans des CEE formant 
une monocouche (RL95-2) après incubation avec une masse cellulaire formée de 
cellules BeWo (cellules provenant de choriocarcinomes humains). La croissance des 
cellules BeWo sur les CEE a été significativement inhibée par le SB203580 (un 
inhibiteur de p38MAPK), mais non par le PD98059 (un inhibiteur de ERKl/2), 
suggérant que la voie de p38 MAPK plutôt que ERKI/2 serait impliqué dans le 
développement des excroissances produites par la prolifération des trophoblastes [8]. lis 
ont aussi suggéré que les trophoblastes éliminent les CEE en induisant l'apoptose dans 
ces dernières via l'activation de la voie p38 MAPK, facilitant ainsi l'implantation. De 
plus, une étude effectuée précédemment a démontré que l'apoptose des CEE pouvait 
entre autre être induite par le TGF-~ [135]. Le TGF-~ étant sécrété par les trophoblastes 
[136;137], il est possible que celui-ci ait un rôle à jouer dans l'activation de la p38 
MAPK chez les trophoblastes de même que l'apoptose des CEE. 
Tel que mentionné un peu plus haut, le MMP-9 a un rôle à jouer dans l'invasion 
des trophoblastes. Cohen et al. ont démontré qu'un traitement des cellules 
trophoblastiques RIPEC 65 (Hum an Invasive, Proliferative, Extravillous 
Cytotrophoblast) par le TNF-a. entraîne une augmentation du double de l'expression de 
MMP-9, de leur sécrétion et de leur activité via l'activation des voies ERKI/2 et JNK 
[138]. Zhou et al. ont quant à eux démontré que la cyclosporine A augmente 
l'expression de MMP-2, MMP-9, ainsi que l'invasivité des cellules trophoblastiques 
humaines en induisant l'activation de la voie de ERKl/ 2 [139]. 
27 
+ + + 
MAPKKK Raf TAK1 MEKK1 




Figure 1.9 Représentation de la cascade d'activation des MAPK 
Des stimulis tels que le TGF-p ou d'autres facteurs de croissances entraînent l'activation 
des voies MAPK, par des mécanismes médiés par des protéines à GTPase (Ras, Rac). 
Une fois que les MAPKKKs sont activées, elles phosphorylent les MAPKKs sur deux 
résidus sérines. Les MAPKKs vont à leur tour phosphoryler les MAPK, résultant en 
l'activation catalytique des MAPK. Une fois activée, MAPK peut transloquer vers le 
noyau afm de phosphoryler des facteurs de transcription tel que AP-1. 
Tiré et adapté de Liu et al. Nature Reviews Immunology 7,202-212 (Mars 2007) [8] 
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1.6.3 Mort cellulaire induite par le TGF-~ 
bans le tissu normal, il existe un équilibre entre la survie et la mort cellulaire. Pour 
le développement embryonnaire, ce processus est essentiel. Plusieurs facteurs peuvent 
causer la mort de la cellule. La mort cellulaire accidentelle peut être causée par une 
agression structurale ou chimique dont la cellule ne peut se remettre. Dans la mort 
cellulaire programmée ou l'apoptose, les cellules se suicident en raison de l'activation 
d'un programme intracellulaire prévu à cet effet [140-142]. Un dérèglement dans le 
contrôle de l'apoptose entrâme la survie non désirée des cellules. 
Le TGF-p a la capacité d'induire l'apoptose chez plusieurs lignées cellulaires par 
différents processus: activation de la voie des SMADs, activation des caspases ou même 
par la modulation de l'activité de NFKB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 
activated B ceUs) [143]. L'équipe de Jang et al. ont démontré que le TGF-p induit 
l'expression d'une protéine kinase associée à la mort cellulaire, la DAP-kinase (death-
associated protein kinase) comme une réponse immédiate dans les cellules qui subissent 
l'apoptose en réponse au TGF-p [144]. La DAP-kinase est un médiateur positif de 
l'apoptose induit par certaines cytokines et oncogènes. Le promoteur de la DAP-kinase 
est activé par le TGF-p via l'action de Smad2, Smad3 et Smad4 [144]. Une autre étude 
effectuée avec des cellules mésangiales de rat démontre que le TGF-p induit la 
surexpression de Smad7, qui augmente l'activation des caspases 3, menant à l'apoptose 
[145]. lis ont par ailleurs démontré que Smad7, mais non Smad2 ou Smad3 avait un rôle 
à jouer dans l'induction de l'apoptose par le TGF-p dans les cellules mésangiales de rat. 
li a été suggéré que le TGF -p 1 pouvait induite l'apoptose dans les lymphocytes B 
ainsi que des lignées cellulaires de lymphomes de Burkitt [146-148]. L'apoptose induite 
dans ces cellules suite à un traitement avec le TGF-pl est dûe à l'activation de la caspase 
8 [149] . Par ailleurs, une autre étude à démontré que le TGF-p pouvait induire 
l'apoptose dans des lymphocytes B grâce à l'activation des caspases [150]. Plus 
particulièrement, l'activation de la caspase 3 est associée, in vivo, au clivage de la 
poly(ADP-ribose) polymérase (PARP) , qui est l'un des premiers substrats clivés et 
inactivés par les caspases durant l'apoptose. De plus, le clivage de la protéine Rb, qui est 
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une protéine suppressive de tumeur, par la caspase 3 induirait une forme apoptotique de 
Rb [150]. 
Un traitement des lymphocytes B avec le TGF-~1 diminue l'expression du gène c-
myc, un proto-oncogène, et par conséquent, induit l'apoptose [151]. NF1d3 joue un rôle 
dans le contrôle de la transcrition du gène c-myc. Par ailleurs, il a été démontré qu'un 
traitement avec le TGF-~1 entraîne une réduction dans l'activité de NF1d3 [151]. 
1.6.4 Pathologies associées au TGF-fJ 
En plus de son rôle à jouer dans l'implantation et l'invasion de l'endomètre, le 
TGF-~ est aussi impliqué dans différentes pathologies humaines dont la fibrose et le 
cancer [13;152]. Une augmentation de l'expression des composantes de la MEC pourrait 
entre autre induire des réponses pro-fibrotiques. Dans les stades précoces de la 
tumorigenèse, le TGF -~ inhibe la croissance tumorale, alors que lors des stades tardifs, 
l'effet antiprolifératif du TGF-~ est supprimé chez les cellules malignes, entraînant 
croissance et invasion tumorale, dissémination des cellules cancéreuses par l'évasion de 
la surveillance immunitaire ainsi que métastases [153;154]. 
Des pathologies associées spécifiquement à la protéine Smad4 sont aUSSI 
répertoriées. Des mutations au niveau de cette protéine entraîneront une croissance 
cellulaire sans inhibition puisque la transcription du TGF-~ ne se fera pas, d'où 
l'apparition de certaines tumeurs ou cancers. Tel est le cas du cancer du pancréas ou du 
colon [155]. De plus, il semblerait que le syndrome de la polypose juvénile serait aussi 
la conséquence d'une mutation dans le gène codant pour la protéine Smad4 [156]. 
Le VITUS du papillome humain (VPH) exprime une oncoprotéine E7. Cette 
oncoprotéine empêche l'activation par le TGF-~ de la voie des Smads en séquestrant les 
protéines Smads au noyau et en bloquant la liaison du complexe Smad2/Smad4 ou 
Smad3/Smad4 à sa séquence cible sur l'ADN [157]. L'inactivation de la voie des Smads 
est nécessaire afm d'empêcher le TGF-~ d'accomplir sa fonction de suppresseur de 
tumeur. Par ailleurs, l'oncoprotéine E7 pourrait contribuer à l'accumulation de la 
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protéine Rb hyperphosphorylée, par la suppression de l'activité des Smads [157]. La 
phosphorylation de Rb, diminue son affInité pour E2F (facteurs de transcription pro-
prolifératifs) qui peut alors agir comme oncogène, entraînant le développement d'une 
tumeur ou d'un cancer. 
1. 7 Hypothèse 
Bien que le placenta soit un tissu normal, les trophoblastes, cellules qui le 
constituent, partagent plusieurs caractéristiques communes avec les cellules malignes. 
Tout d'abord, la prolifération des trophoblastes, tout comme les cellules cancéreuses, est 
très active. Elles sont aussi capables d'échapper aux effecteurs du système immunitaire, 
et ce en particulier lors du premier trimestre. De plus, tout comme les cellules 
cancéreuses, les trophoblastes ont la capacité de migrer. Cependant, le phénomène 
d'invasion de l'endomètre par les trophoblastes est un processus qui est précisément 
contrôlé, contrairement à la capacité d'invasion des cellules cancéreuses. À cause de ces 
caractéristiques particulières, les trophoblastes sont considérés comme étant des cellules 
pseudo-malignes [158-161]. 
Des isoformes du TGF-p sont présents dans l'utérus lors de la grossesse et jouent 
un rôle dans l'implantation embryonnaire et le développement placentaire [15]. De plus, 
nous savons que le TGF-p3 est capable d'augmenter la capacité d'invasion de certaines 
cellules [14] et que les trophoblastes expriment TpR-I et TpR-II. Par conséquent, nous 
avons émis comme hypothèse que certains isoformes du TGF -p pourraient réguler la 
capacité d'invasion des cellules trophoblastiques. Nos objectifs de recherche sont donc 
de déterminer l'impact des isoformes du TGF-p sur l'activité des voies de signalisation 
cellulaire SMAD, ERK et p38 MAPK, de même que de vérifier leur impact sur la 




L'implantation d'un embryon dans l'endomètre est une étape essentielle pour la 
poursuite de la grossesse. Les échecs d'implantation sont une cause majeure d'infertilité 
chez la femme. Chez le rat, le processus d'implantation implique l'invasion de 
l'endomètre par les cellules trophoblastiques, en vue d'atteindre les cellules stromales. Le 
Transforming Growth Factor-ft (TGF-~) est une cytokine multifonctionnelle qui régule 
la prolifération, la différenciation et le caractère invasif de multiples lignées cellulaires. 
Nous avons utilisé deux lignées cellulaires de rat, soit les cellules HRP-l et les cellules 
RCHO-l, afin d'effectuer cette étude. Les cellules HRP-l proviennent d'un placenta 
normal de rat Holtzman, alors que les cellules RCHO-l ont été établies à partir d'un 
choriocarcinome de rat. Des tests de prolifération MTT ont révélé que chaque isoforme 
du TGF-~ diminue la croissance cellulaire des cellules HRP-l d'une manière dose-
dépendante, alors que les cellules RCHO-l étaient résistantes à l'effet antiprolifératif du 
TGF-~. L'activation de certaines voies de signalisation cellulaire telles que ERK, p38 
MAPK ou Smad est connue pour jouer un rôle dans la prolifération cellulaire, et nos 
résultats montrent que le TGF-~ active ces voies chez les cellules HRP-l et RCHO-l 
d'une manière isoforme-spécifique. De ' plus, les tests de prolifération MTT ont révélé 
que la voie ERK est partiellement impliquée dans la prolifération des cellules HRP-l . 
Une coloration des noyaux cellulaires au Hoechst a démontré que le TGF-~ n'induit pas 
l'apoptose dans les deux lignées cellulaires. Les tests d'invasion sur Matrigel montrent 
que les cellules HRP-l et RCHO-l possèdent la capacité intrinsèque d'invasion dans des 
conditions basales. La capacité des cellules HRP-l à envahir le Matrigel a été augmentée 
sélectivement par le TGF-~2 et TGF-~3 , tandis que tous les isoformes du TGF-~ sont en 
mesure d'augmenter le caractère envahissant des cellules RCHO-l. Ces études révèlent 
pour la première fois l'implication du TGF-~ dans la régulation de la prolifération et de 
l'invasivité des cellules trophoblastiques. 
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Abstract 
Implantation of an embryo in the endometrium is a critical step for continuation of 
pregnancy and implantation failure is a major cause of infertility. In rats, the implantation 
process involves invasion of the endometrial epithelial lining by the trophoblastic cells in order 
to reach the undemeath stromal cells. Transforming Growth factor-p (TGF-P) is a 
multifunctional cytokine which regulates proliferation, differentiation and invasiveness of 
multiple cell lineages. We used rat HRP-l and RCHO-l placental cell lines to perform this 
study. HRP-l cells were derived from a midgestation chorioallantoic placental explants of the 
outbred Holtzman rat, whereas RCHO-l cells were established from a rat choriocarcinoma. 
MTT proliferation assays revealed that each TGF-p isoform decreased HRP-l cell growth in a 
dose-dependent manner, whereas RCHO-l cells were resistant to the growth-suppressive effect 
ofTGF-pl and TGF-p3 . Only TGF-p2 reduced RCHO-I cell proliferation. Activation ofERK, 
p38 MAPK or Smad pathways is known to play a role in cell proliferation, and we found that 
TGF-p activates these pathways in both HRP-l and RCHO-l cells in an isoform-specific 
manner. MTT proliferation assays revealed that ERK pathway is partially implicated in TGF -p3-
reduced HRP-l ceIl proliferation. Hoechst nuclear staining and caspase-3 c1eavage demonstrated 
that TGF-p isoforrns failed to induce apoptosis in both ceIl lines. Matrige1 invasion assays 
showed that both HRP-l and RCHO-l ceIls exhibit intrinsic invasive ability under untreated 
conditions. The capacity of HRP-l ceIls to invade the Matrigel was selectively increased by 
TGF-p2 and TGF-p3, whereas aIl TGF-p isoforrns could increase the invasiveness of RCHO-I 
cells. These important functional studies progressively reveal a key role for TGF -p in regulating 
proliferation and invasiveness of placental cells. 
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Introduction 
Implantation of the endometrium is the process during which the embryo attaches and 
invades the mother endometrium. Trophoblast cells, which form the placenta, are responsible of 
the endometrium invasion. Trophoblast cell invasion of the uterus is essential for the 
maintenance of the pregnancy and this is a highly temporally and spatially regulated process. 
Sorne factors such as cytokines, growth factors and hormones produced by the uterus during 
pregnancy or by trophoblast themselves [1 , 2], are suspected to be responsible for this 
regulation, and other factors are still undetermined. 
Transforming growth factor-ps (TGF-ps) are members of a large superfamily of 
cytokines including activins, inhibins, bone morphogenic proteins and others [3]. In mammals, 
TGF-p exists in three isoforms called TGF-pl , TGF-p2 and TGF-p3, encoded by three different 
genes [4]. TGF -p is known to regulate a variety of cellular functions including cell proliferation, 
differentiation, apoptosis, migration/invasion, matrix synthesis and the immune response [5-7]. 
TGF -p initiates these processes by binding to specific cell surface receptors with intrinsic 
serine/threonine kinase activity, designated TGF-p receptor types (TGF-PR) l, II and III [8]. 
Upon binding with the ligand (TGF-P), TGF-pRIJ phosphorylates and activates TGF-pRI which 
in turn will induce Smad2 or Smad3 phosphorylation. Phosphorylated Smad2/Smad3 associates 
with Smad4 to form a heterodimeric complex. This complex then translocates to the nucleus 
where it acts as a transcription factor for various genes [9]. In addition to the Smad pathway, 
various signaling pathways such as PI3K and MAPK (p38, ERKl/2 and JNK) are activated by 
TGF-p in different cell lines [10]. Activation of these pathways has been shown to play an 
important role in growth-factor-dependent regulation of trophoblast growth differentiation, 
invasion and migration [11]. 
Although it has been shown that TGF-p isoforms are present in the uterus during 
pregnancy [12, 13], little information is available about the specific effect of each isoform in 
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trophoblast cells. It is known that successful invasion of the maternaI vascular system by 
trophoblast cells is a prerequisite for the establishment of a normal placenta and continuation of 
pregnancy. Previous studies also suggest that TGF-p could play a crucial role in the invasion of 
trophoblastic cells [14-16]. However, the mechanisms of action through which it exerts its effect 
are still poorly understood. Rat and mouse models have provided valuable insights into the 
molecular mechanisms that occur during trophoblast differentiation and invasion, however, these 
models do not necessarily translate to the human because of different reproductive physiology 
[17]. The present study off ers the rationale for investigating the effect of each TGF-p isoform to 
activate signaling pathways and to modulate the proliferation and invasion of two rat placental 
celllines; HRP-I cells, which were derived from a normal midgestation chorioallantoic placenta 
[18] and RCHO-1 cells, which were established from a choriocarcinoma [19, 20]. The results 
from the present study suggest the involvement and the importance of TGF -p in the invasion of 
rat placental celllines. 
Materials and Methods 
Cel/lines and Reagents 
Placental HRP-l and RCHO-1 cells were maintained in RPMI 1640 medium, 
supplementend with 20% fetal bovine serum heat inactivated, 100flg/ml penicillin-streptomycin, 
1 mM sodium pyruvate, and 50 flM 2-mercaptoethanol. TGF-pl and TGF-p2 were purchased 
from Biosource (Invitrogen) and TGF-p3 was from Calbiochem (San Diego, CA). All of the 
antibodies were from Cell Signaling Technology (Beverly, MA) except for the anti-rabbit 
secondary antibody (Bio-Rad) and anti-p-actin antibody (Sigma). PD98059 (MEKI inhibitor) 
was purchased from Cell Signaling Technology (Beverly, MA) and SB431542 (specific TGF-pR 
inhibitor) was from Sigma (St. Louis, MO). These inhibitors were reconstituted in DMSO. 
37 
RNA isolation and Analysis 
Total RNA was isolated from cells using TRIzol reagent (Invitrogen) according to the 
manufacturer's instructions. First strand cDNA was synthesized from 0.4 Ilg of RNA using 
Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (Invitrogen). Primers for PCR 
amplification are listed in Table 1. PCRs were conducted in a MJ Research Thermal cycler 
(mode! PTC-lOO), using the following conditions: 30 s at 94 oC, 30 s at Tm (Table 1), and lmin 
at 72 oC for 36 cycles, except for GAPDH (25 cycles). The reaction mixture was size-separated 
on an agarose gel and visualized using SYBR-SafeTM (Invitrogen) staining upon ultraviolet 
transillumination. 
Western Blot Analysis 
Cells were washed with PBS and submitted to lysis in cold radioimmune precipitation 
assay buffer (PBS IX pH=7,4; 1% Nonidet P-40 0.5% sodium deoxycholate; 0.1 % SDS) 
containing protease inhibitors (CompleteTM from Roche Applied Science) followed by three 
freeze-thaw cycles. Homogenates were centrifuged (13 000 rpm for 20min at 4°C) to remove 
insoluble material. The supematant was recovered and stored at -20 oC until further analysis. 
Equal amounts of celllysates (as determined using Bio-Rad DC protein as say) were separated 
onto 8% polyacrylamide gels and then transferred onto nitrocellulose membranes (Bio- Rad). 
The membranes were blocked with 5% bovine serum albumin (BSA) in PBS with 0.05% Tween 
20 for 1 h at room temperature, probed with primary antibody, washed in PBS with 0.05% 
Tween 20, and incubated with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (Bio-Rad). 
Detection was performed using SuperSignal West FemtoTM substrate (Pierce), as described by 
the manufacturer. Signal was visualized using the Biochemi Imaging System (UYP, CA, USA). 
Densitometrical analyses were performed (prote in of interest and ~-actin) using Quantity One 
software (Bio-Rad). Results are expressed as a ratio (protein of interestl~-actin) to correct for 
loading for each sample. 
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MTT Proliferation Assay 
The cells were plated in 96-well plates at a density of 7 x 103 cells/well for HRP-l cells 
and 8.5 x 103 cells/well for RCHO-I cells, in 180J.!1 of culture medium and incubated overnight 
at 37 oC in a 5% CO2 atmosphere, after which they reached 50% confluence. Recombinant TGF-
ps were added to selected wells at the indicated concentrations in lOOll1 culture medium, and 
plates were incubated for the indicated times at 37°C. MTT reagent (tetrazolium salt; Sigma) 
was added to the wells (l01l1 of a 0.5% solution in PBS) 3.5 h before the end of incubation 
period, after which conversion of yellow tetrazolium salt to blue thiazol crystals by 
metabolically active cells was stopped by adding lOO1l1 of a 10% SDS, 0.1% HCI in PBS 
solution to each well. The plates were incubated overnight at 37 oC to allow complete 
solubilization of thiazol crystals, and the intensity of blue emission in each well was measured 
using a FluoStar multiwell plate reader (BMG Laboratories, Durham, NC). The percentage of 
proliferating cells was ca1culated as the ratio of optical densities of treated to non-treated 
(control) cells. 
Hoechst Nuclear Staining 
The treated cells were collected, washed twice ID PBS IX, resuspended at an 
approximate density of 2 x 105 cells/ml in PBS containing Hoechst 33258 (Sigma), and 
incubated for 24 h at 4 oC before fluorescence microscopy analysis of apoptotic cells. At least 
200 cells were counted for each sample, and a percentage of apoptotic cells was ca1culated as the 
ratio of apoptotic cells (with characteristic apoptotic morphology such as nuc1ear shrinkage and 
condensation) to total cell count. 
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Matrigel Invasion Assay 
The invasive properties of TGF-ps treated HRP-I and RCHO-I cells were measured 
using Matrigel-coated Transwell inserts (Costar, Corning, NY). Briefly, transwell inserts with a 
8-llm pore size were coated with 2 mg/ml Matrigel, and the cells were colIected after 24h of 
treatment, washed, and resuspended in basal medium without serum. The lower chambers were 
filled with 700lli of culture medium, and lXl05 treated cells were added to the upper chamber 
inserts. The plates were incubated for 48 h at 37 oc. After the incubation period, non invading 
celIs were removed from the top of the Matrigel using a cotton swab. CelIs that had reached the 
filter by degrading the Matrigel were fixed in methanol, washed and stained with Hoechst. The 
filter was then removed and mounted on a glass slide with invasive cells facing up and submitted 
to densitometric analysis using Quantity One software. Results are expressed as a ratio (invasive 
treated cells/invasive non treated cells) to show the fold increase in invasion for each treatment. . 
Statistical Analysis 
AlI the experiments were repeated at least three times. Results subjected to statistical 
analysis were expressed as mean ± S.E.M. Data was subjected to one-way analysis of variance 
(PRlSM software version 3.03; GraphPad, San Diego, CA). Differences between experimental 
groups were determined by post-hoc Student-Newman-Keuls test. Statistical significance was 
accepted when P < 0.05. 
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Results 
TGF-fJ isoforms and their receptors are expressed by both HRP-I and RCHO-I trophoblast 
cells 
We examined whether HRP-I and RCHO-I rat placental cell hnes express TGF-p 
isoforms and their receptors. The results showed that these cell lines express TGF -p type 1 and 
type il receptor at both transcript and protein levels (Fig. lA). At the transcript leveI, TGF-pl 
was found only in RCHO-I cells, whereas TGF-p3 was found in both celllines. However, TGF-
p2 was not detected in either of the placental ceIlline used in the present study (Fig. lB). 
TGF-p isoforms activate Smad, ERK and p38 MAPK signaling pathways in HRP-I and 
RCHO-I trophoblast cells 
As mentioned previously, the TGF-p signahng pathway involves phosphorylation and 
thereby activation of Smad proteins. In the present study, totalleveIs of Smad2, Smad3 and their 
phosphorylated forms (pSmad2 and pSmad3) were determined in HRP-l (Fig. 2A) and RCHO-I 
cells (Fig. 2B) by Western blot analysis. The results showed that both the cell lines have high 
leveIs of total Smad2 as compared to total Smad3 and the levels of total Smad2 remain 
unchanged with TGF-p treatment in HRP-l and RCHO-l cells. Further, there was no effect on 
the levels of total Smad3 in HRP-I cells. However, the levels of Smad3 were undetectable in 
RCHO-I cells with the antibody used. We observed a similar increase in the phosphorylation of 
Smad2 in both the cell lines in response to aIl the TGF -p isoforms. Smad3 was also found to be 
phosphorylated in both celllines in the presence ofTGF-p. 
Further, we also examined if ERK and p38 MAPK signaling pathways could be 
triggered by TGF-p isoforms in both model cell lines. Results showed an increase in the 
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phosphorylation of pERK and p38 MAPK by TGF-pl in HRP-I and RCHO-I cells (Fig. 3). 
TGF-p2 and TGF-p3 also activated p38 MAPK and ERK signaling pathways in a similar 
manner (data not shown). Therefore, all the three TGF-p isoforms have the ability to 
phosphorylate and thus activate the Smad, ERK. and p38 MAPK signaling pathways in both 
HRP-I and RCHO-l cens. 
Effect ofTGF-p on HRP-l and RCHO-l cell growth 
We have compared the growth inhibitory effects of TGF -p isoforms on each cell line 
using the MTT proliferation assays. We found that TGF-p has a growth suppressive effect on 
HRP-l cells (Fig.4A: 24h; 4B: 48h). It was observed that cell growth was inhibited by an TGF-p 
isoforms and TGF-p2 showed the highest inhibitory activity. On the other hand, no such growth 
inhibitory effect was observed in RCHO-l cens with TGF-pl and TGF-p3 treatments while 
TGF-p2 had a slight but significant inhibitory effect (Fig. 4C: 24h; 4D: 48h). 
Smad pathway is not implicated in HRP-l cell proliferation while ERK pathway is partially 
implicated in TGF-p3 action 
In order to investigate which particular pathway is involved in the growth inhibitory 
effects of TGF -p isoforms, we pre-treated HRP-I cens for 1 h with SB431542, a specific TGF-
pR inhibitor or PD98059, a MEKI inhibitor and cell proliferation was monitored using MTT 
proliferation assays. After a pretreatment with SB431542, TGF -p isoforms still showed a growth 
suppressive effect on HRP-I cells indicating that the Smad pathway is probably not responsible 
for the inhibition of cell proliferation (Fig.5A). In spite of the fact that Smad2 and Smad3 were 
found to be activated with TGF- p treatment. On the other hand, we found that PD98059 
partially reversed TGF-p3-induced growth suppression in HRP-l cells after 48h exposure (Fig.5 
B). To confirm efficiency of pathway inhibition, phospho-Smad2 and phospho-ERK were both 
42 
measured. It was observed that in the presence of SB431542 and PD98059 the levels of 
phospho-Smad2 and phospho-ERK decreased respectively (data not shown). 
TGF-p is%rms are unable to trigger apoptosis 
In order to determine if the growth inhibitory effect of TGF -p on HRP -1 and RCH 0-1 
cell growth was due to increased apoptosis, we stained cells using Hoechst nuclear staining 
following TGF-p treatment. There was no significant increase in the apoptosis of HRP-1 (Fig. 
6A) and RCHO-1 (Fig.6B) cens in the presence of TGF-p isoforms. On the contrary, TGF-p3 
significantly decreased the percentage of apoptotic cens as compared to control. Further, we 
examined c1eaved caspase-3 by western blot analysis. The results demonstrate that TGF- p 
isoforms failed to activate caspase-3 (data not shown). 
TGF-p increases HRP-l and RCHO-l cell invasion 
We next tested the effect ofTGF-p isoforms on the invasiveness ofHRP-1 and RCHO-1 
cens using the Matrigel invasion assay. HRP-1 cens exhibited low intrinsic invasive properties, 
but invasiveness was selectively increased with TGF-p2 and TGF-p3 treatment (Fig. 7A). 
RCHO-1 cells also exhibited low intrinsic invasive properties but aIl three TGF -p isoforms could 
induce cell invasion. (Fig. 7B). 
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Discussion 
Trophoblast cens undergo vanous differential stages inc1uding proliferation, 
differentiation and migration/invasion in order to guarantee successful placental development. 
During these phases, trophoblast cells are constantly exposed to the uterine fluid rich in growth 
factors, cytokines and hormones [21]. These molecules play a role in regulating trophoblast 
differentiation along the invasive pathway in both an autocrine and a paracrine fashion. 
Signaling cascades initiated by aforementioned stimuli need to be precisely coordinated and 
integrated at ail the times. Because different isoforms of TGF-~ are expressed by the uterus 
during pregnancy [13] and several studies suggest that TGF-~ has a role to play in the invasion 
of the endometrium by the trophoblast [14, 15, 22] , therefore, we tried to explore the role ofeach 
TGF-~ isoform on the ability of placental cell invasion. This is the first report to demonstrate 
that the three TGF-~ isoforms can increase invasiveness ofplacental cells: TGF-~2 and TGF-~3 
increases the invasiveness ofHRP-l cens while RCHO-l invasiveness was increased by an three 
TGF-~ isoforms. 
In the rat and mouse, trophoblast cells located at the maternai interface achieve a unique 
phenotype and are referred to as trophoblast giant cens. These cells arise from precursors by a 
process referred to as endoreduplication and possess endocrine activities and the potential for 
invasion [23-25]. Trophoblast giant cells express and secrete MMP-9 and has been shown to be 
involved in the induction of the invasive phenotype of RCHO-l cens [26] . Thus, RCHO-l cens 
are a well described model to study trophoblast cell differentiation [27, 28] and the CUITent 
results s~pport the hypothesis that TGF-~ isoforms might be important factors involved in this 
process. TGF-~ signaling occurs through the interaction of TGF-~ with two different types of 
serine/threonine kinase receptor: type l and type II. Firstly, we assessed the transcript levels of 
TGF-~ receptor and endogenous TGF-~ in HRP-l and RCHO-l cells. The present data indicate 
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that both HRP-1 and RCHO-1 cells express TGF-p receptors and TGF- p isoforms. Further the 
results suggest a possible autocrine and/or paracrine action for TGF -p in rat placental cell lines. 
Therefore, these cells offer an excellent model to study the impact of TGF -p isoforms on the 
regulation of placental cell invasion during the implantation process and/or later during 
pregnancy. 
Smad proteins are downstream effectors of the transforming growth factor-p superfamily 
[29]. To test whether TGF-p modulates Smad activation through phosphorylation in placental 
cells, we treated HRP-1 and RCHO-1 cells with different TGF-p isoforms. Our results showed 
that upon TGF -p treatment Smad2 and Smad3 were phosphorylated suggesting that the TGF - P 
pathway is active in these cells. We have earlier highlighted the importance of the Smad 
pathway in TGF-p induced cellular invasiveness in endometrial cancer cells [30]. It was logical 
to suggest that the similar pathway could be involved in the increased invasiveness of 
trophoblast cells. 
Given the fact that MAPKs regulate almost all cellular activities, it was therefore not 
surprising that these enzymes also control cell invasion/migration. Moreover, TGF-p activates 
non-Smad pathways, inc1uding the three distinct MAP 1cinase pathways: the Erk:, c-Jun N-
terminal kinase (JNK) and p38 MAP 1cinase pathways [31-33]. The results of the present study 
also showed that upon TGF -p treatment ERK and p38 MAPK pathways were triggered in the 
form of increased phosphorylation. Previously, these pathways were shown to regulate migration 
in different cell types using multiple mechanisms inc1uding phosphorylation of the focal 
adhesion adaptor paxillin [34], activation of myosin light chain kinase [35], upregulation of 
MMP-9 [36] and processing ofMMP-2 [37]. As both celllines (HRP-l and RCHO-l) express 
endogeneous TGF-p, this could explain why Smad2, p38 MAPK and p44/42 are constitutively 
phosphorylated in these cells. 
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We further examined the effect ofTGF-p isoforms on HRP-1 and RCHO-1 cell growth. 
MTT proliferation assays revealed a growth suppressive effect on HRP-I placental celllines. In 
a previous report TGF-pl has been shown to be able to reduce RCHO-l cell proliferation after 8 
days of culture [38). Previously, members of Src family kinases (SFKs) were found to be 
involved in hurnan trophoblast differentiation [39). ln the CUITent study, although we could see a 
trend towards growth inhibition, we did not see a significant inhibitory effect of either TGF-p 
isoforms at the same dose used in the previous study and this may be explained by the short 
exposure tirne (48h) to TGF-p isoforms. It is weIl known that trophoblast cells differentiate into 
extravillous trophoblast in order to invade the endometriurn. Moreover, inhibition in cell 
proliferation and apoptosis is a pre-requisite for any cell to differentiate. Given the timing of 
trophoblast invasion in rats which is between day 6 and day 7, the growth inhibitory effect of 
TGF-p on trophoblastic cells in our study suggest that and this differentiation process could be 
more pronounced with TGF-p treatment. A longer period oftreatment with TGF- ps is probably 
necessary to induce a significant growth inhibition. In order to verify if apoptosis is involved in 
this phenomenon, we performed Hoechst nuclear staining and caspase-3 c1eavage measurement 
and our results showed that TGF-p isoforms were unable to trigger apoptosis. ln a previous 
study, we have reported the growth suppressive effect of TGF-p in endometrial cells [30). The 
latter study highlighted the involvement of XIAP in the growth inhibitory effect of TGF-p; 
nonetheless, this supports our recent findings that TGF -p could be involved in inhibiting 
trophoblast cell growth. 
Throughout these years TGF-p isoforms have been widely studied in association with 
cancer progression and metastases [40, 41], there is limited information on their role in 
trophoblast invasion. Our results showed that TGF-p 2 and TGF-p3 increases the invasiveness of 
HRP-l cells while RCHO-l invasiveness was not influenced by TGF-p isoforms. Although we 
have previously reported that TGF-p isoforms differ in their ability to regulate invasive 
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behavior, as only TGF-p3 could increase the invasiveness of endometrial cancer cells [30]. This 
is, however, the first evidence of an increased invasive phenotype of placental cells by TGF-p 
isofonns. On the contrary, others have reported an inhibition of trophoblast cell invasion by 
TGF-p isofonns [14, 42]. This discrepancy could be weIl explained by the fact that these authors 
have used a lower dose of TGF -p to treat the trophoblast cells. Furthennore in these studies the 
trophoblast cells were derived from placental explants obtained from humans and the difference 
could arise from species specificity as reviewed in [17]. During implantation in rats, the luminal 
epithelium fonns an invagination to surround the trophoblast whereas in humans interstitial 
implantation occurs where the trophoblast passes through the luminal epithelium to invade the 
endometrial stroma and become imbedded into the wall of the uterus. 
ln conclusion, this study suggests for the first time that not only the isofonns of TGF-p 
have a different role on the ability of trophoblast invasion, but they also activate the cellular 
signaling pathways such as Smad, ERK and p38 MAPK in these two placental cells line. Further 
studies are needed to determine the impact of Smad, ERK and p38 MAPK pathway in 
trophoblast and placental cell invasion. This study also provide evidence that the RCHO-l cell 
line is a valuable model to study trophoblast invasion in vitro and further analyses are required to 
determine the molecular mechanisms involved in TGF-p-regulated invasion. The HRP-l 
placental stem cell line also represents an important model to further study the role of TGF-p-
regulated placental development. 
47 
References 
1. Hill JA. Maternal-embryonic cross-talk. Ann N Y Acad Sci 2001; 943:17-25. 
2. Spencer TE, Bazer FW. Biology of progesterone action during pregnancy recognition 
and maintenance of pregnancy. Front Biosci 2002; 7:d1879-1898. 
3. Herpin A, Lelong C, Favrel P. Transforming growth factor-beta-related proteins: an 
ancestral and widespread superfamily of cytokines in metazoans. Dev Comp Immunol 
2004; 28:461-485. 
4. Khalil N. TGF-beta: from latent to active. Microbes Infect 1999; 1:1255-1263. 
5. Bierie B, Moses HL. Tumour microenvironment: TGFbeta: the molecular Jekyll and Hyde 
of cancer. Nat Rev Cancer 2006; 6:506-520. 
6. Massague J, Blain SW, Lo RS. TGFbeta signaling in growth control, cancer, and heritable 
disorders. Cell 2000; 103:295-309. 
7. Shi Y, Massague J. Mechanisms of TGF-beta signaling from cell membrane to the 
nucleus. Cell 2003; 113:685-700. 
8. Manning G, Whyte DB, Martinez R, Hunter T, Sudarsanam S. The protein kinase 
complement of the human genome. Science 2002; 298:1912-1934. 
9. Miyazono K. TGF-beta signaling by Smad proteins. Cytokine Growth Factor Rev 2000; 
11:15-22. 
10. Zhang YE. Non-Smad pathways in TGF-beta signaling. Cell Res 2009; 19:128-139. 
11. Pollheimer J, Knofler M. Signalling pathways regulating the invasive differentiation of 
human trophoblasts: a review. Placenta 2005; 26 Suppl A:S21-30. 
12. Shooner C, Caron PL, Frechette-Frigon G, Leblanc V, Dery MC, Asselin E. TGF-beta 
expression during rat pregnancy and activity on decidual cell survival. Reprod Biol 
Endocrinol 2005; 3:20. 
13. Simpson H, Robson SC, Bulmer JN, Barber A, Lyall F. Transforming growth factor beta 
expression in human placenta and placental bed during early pregnancy. Placenta 
2002; 23:44-58. 
14. Lash GE, Otun HA, Innes BA, Bulmer JN, Searle RF, Robson Sc. Inhibition of trophoblast 
cell invasion by TGFB1, 2, and 3 is associated with a decrease in active proteases. Biol 
Reprod 2005; 73:374-381. 
48 
15. Caniggia l, Grisaru-Gravnosky S, Kuliszewsky M, Post M, Lye SJ. Inhibition of TGF-beta 3 
restores the invasive capability of extravillous trophoblasts in preeclamptic 
pregnaneies. J Clin Invest 1999; 103:1641-1650. 
16. Belkacemi L, Lash GE, Macdonald-Goodfellow SK, Caldwell JO, Graham CH. Inhibition of 
human trophoblast invasiveness by high glucose concentrations. J Clin Endocrinol 
Metab 2005; 90:4846-4851. 
17. Lee KY, DeMayo FJ. Animal models of implantation. Reproduction 2004; 128:679-695. 
18. Soares MJ, Schaberg KD, Pinal CS, De SK, Bhatia P, Andrews GK. Establishment of a rat 
placental cell line expressing characteristics of extraembryonic membranes. Dev Biol 
1987; 124:134-144. 
19. . Hunt JS, Deb S, Faria TN, Wheaton D, Soares MJ. Isolation of phenotypically distinct 
trophoblast ceillines from normal rat chorioallantoic placentas. Placenta 1989; 10:161-
177. 
20. Faria TN, Soares MJ. Trophoblast cell differentiation: establishment, characterization, 
and modulation of a rat trophoblast cell line expressing members of the placental 
prolactin family. Endocrinology 1991; 129:2895-2906. 
21. Pijnenborg R. Implantation and immunology: maternai inflammatory and immune 
cellular responses to implantation and trophoblast invasion. Reprod Biomed Online 
2002; 4 Suppl 3:14-17. 
22. Xu G, Chakraborty C, Lala PK. Reconstitution of Smad3 restores TGF-beta response of 
tissue inhibitor of metalloprotease-l upregulation in human choriocareinoma cells. 
Biochem Biophys Res Commun 2003; 300:383-390. 
23. De SK, Larsen DB, Soares MJ. Trophoendodermal stem cell-derived extracellular 
matrices: absence of detectable entactin and presence of multiple laminin species. 
Placenta 1995; 16:701-718. 
24. Enders AC, Welsh AO. Structural interactions of trophoblast and uterus during 
hemochorial placenta formation. J Exp Zoo11993; 266:578-587. 
25. Gardner RL, Beddington RS. Multi-lineage 'stem' cells in the mammalian embryo. J Cell 
Sei Suppl 1988; 10:11-27. 
26. Peters TJ, Albieri A, Bevilacqua E, Chapman BM, Crane LH, Hamlin GP, Seiki M, Soares 
MJ. Differentiation-dependent expression of gelatinase B/matrix metalloproteinase-9 
in trophoblast cells. Cell Tissue Res 1999; 295:287-296. 
27. Sahgal N, Canham LN, Canham B, Soares MJ. Rcho-l trophoblast stem cells: a model 
system for studying trophoblast cell differentiation. Methods Mol Med 2006; 121:159-
178. 
49 
28. Sahgal N, Canham LN, Konno T, Wolfe MW, Soares Ml Modulation of trophoblast stem 
cell and giant cell phenotypes: analyses using the Rcho-l cell model. Differentiation 
2005; 73:452-462. 
29. Schiller M, Javelaud D, Mauviel A. TGF-beta-induced SMAD signaling and gene 
regulation : consequences for extracellular matrix remodeling and wound healing. J 
Dermatol Sei 2004; 35:83-92. 
30. Van Themsche C, Mathieu 1, Parent S, Asselin E. Transforming growth factor-beta3 
increases the invasiveness of endometrial careinoma cells through phosphatidylinositol 
3-kinase-dependent up-regulation of X-linked inhibitor of apoptosis and protein kinase 
c-dependent induction of matrix metalloproteinase-9. J Biol Chem 2007; 282:4794-
4802. 
31. Hocevar BA, Brown TL, Howe PH. TGF-beta induces fibronectin synthesis through a c-
Jun N-terminal kinase-dependent, Smad4-independent pathway. EMBO J 1999; 
18: 1345-1356. 
32. Adachi-Yamada T, Nakamura M, Irie K, Tomoyasu Y, Sano Y, Mori E, Goto S, Ueno N, 
Nishida Y, Matsumoto K. p38 mitogen-activated protein kinase can be involved in 
transforming growth factor beta superfamily signal transduction in Drosophila wing 
morphogenesis. Mol Cell Biol 1999; 19:2322-2329. 
33. Atfi A, Djelloul S, Chastre E, Davis R, Gespach C. Evidence for a role of Rho-like GTPases 
and stress-activated protein kinasejc-Jun N-terminal kinase (SAPKjJNK) in transforming 
growth factor beta-mediated signaling. J Biol Chem 1997; 272:1429-1432. 
34. Huang C, Jacobson K, Schaller MD. A role for JNK-paxillin signaling in cell migration. Cell 
Cycle 2004; 3:4-6. 
35. Cho SY, Klemke RL. Extracellular-regulated kinase activation and CASjCrk coupling 
regulate cell migration and suppress apoptosis during invasion of the extracellular 
matrix. J Cell Biol 2000; 149:223-236. 
36. Turchi L, Chassot AA, Bourget 1, Baldescchi C, Ortonne JP, Meneguzzi G, Lemichez E, 
Ponzio G. Cross-talk between RhoGTPases and stress activated kinases for matrix 
metalloproteinase-9 induction in response to keratinocytes in jury. J Invest Dermatol 
2003; 121:1291-1300. 
37. Takino T, Miyamori H, Watanabe Y, Yoshioka K, Seiki M, Sato H. Membrane type 1 
matrix metalloproteinase regulates collagen-dependent mitogen-activated 
proteinjextracellular signal-related kinase activation and cell migration. Cancer Res 
2004; 64:1044-1049. 
38. Hamlin GP, Soares MJ. Regulation of deoxyribonucleic acid synthesis in proliferating 
and differentiating trophoblast cells: involvement of transferrin, transforming growth 
factor-beta, and tyrosine kinases. Endocrinology 1995; 136:322-331. 
50 
39. Daoud G, Rassart E, Masse A, Lafond J. Src family kinases play multiple roles in 
differentiation of trophoblasts from human term placenta. J Physiol 2006; 571:537-553. 
40. Shigeoka Y, Igishi T, Matsumoto S, Nakanishi H, Kodani M, Yasuda K, Hitsuda Y, Shimizu 
E. Sulindac sulfide and caffeic acid phenethyl ester suppress the motility of lung 
adenocarcinoma cells promoted by transforming growth factor-beta through Akt 
inhibition. J Cancer Res Clin Oncol 2004; 130:146-152. 
41. Farina AR, Coppa A, Tiberio A, Tacconelli A, Turco A, Colletta G, Gulino A, Mackay AR. 
Transforming growth factor-beta1 enhances the invasiveness of human MDA-MB-231 
breast cancer cells by up-regulating urokinase activity. Int J Cancer 1998; 75:721-730. 
42. Graham CH. Effect of transforming growth factor-beta on the plasminogen activator 
system in cultured first trimester human cytotrophoblasts. Placenta 1997; 18:137-143. 
51 
Table 1. Primers for PCR amplification 
Gene Forward primer Reverse primer Tm cycle size (bp) 
TGF-~1 gatagccatttcctcaccga ggtggcgttcatgtaggagt 66 40 756 
TGF-~2 gcgacgaagagtactacgcc ctccattgctgagacgtcaa 58 40 218 
TGF-~3 ggttttccgcttcaatgtgt gcagttctcctccaagttgc 58 40 556 
TGF-~RI tcaggaagtggctctggtct cgtttccctgaaccatgact 59 36 180 
TGF-~RII atgacctggctaacagtggg gccatggagtagacatcggt 58 36 121 
GAPDH ccattcttccacctttgatg gtctgggatggaattgtgag 58 25 265 
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Figure Legend 
Figure 1: TGF-p receptor and TGF-p isoforms in HRP-1 and RCHO-1 ceUs. TGF-p 
receptors transcript levels (A) and protein levels (B) were measured by RT -PCR and western 
blot analysis respectively. Endogenous TGF-p (C) transcript levels in HRP-l and RCHO-l cells. 
Total RNA from MCF-7 cells was used as positive control (C+). GAPDH and p-actin was 
inc1uded as a loading control. The results shown are representative of three independent 
experiments. 
Figure 2: Sm ad signaling is activated in TGF -p treated HRP-1 and RCHO-1 
trophoblastic cells. The levels of total Smad2, total Smad3 and phosphorylated Smad2 and 
Smad3 protein were analyzed by western blotting in HRP-I (A) and RCHO-I (B) cells treated 
for Ih with the three TGF-p isoforms at a concentration of lng/ml or lOng/ml. p-actin was used 
as a loading control. The results shown are representative of three independent experiments. 
Figure 3: Time course activation of p38 MAPK and ERK pathways in HRP-1 and 
RCHO-l cells. Phosphorylated p38 MAPK and p44/42 ERK protein level were measured in 
trophoblastic cells after treatment with lOng/ml TGF-pl for the indicated times (15min to 24h) 
using western blotting. p-actin was used as a loading control. The results shown are 
representative of three independent experiments. 
Figure 4: Effect of TGF -p isoforms on HRP-l and RCHO-l cell proliferation. Cell 
proliferation rate were measured using the MTT assay. Cells were treated with Ong/ml, O.lng/ml, 
Ing/ml and lOng/ml TGF-p isoforms in HRP-I cells for 24h (A) or 48h (B) and in RCHO-I cells 
for 24h (C) or 48h (D). The results are the mean ± SEM of eight independent experiments, each 
performed in duplicate. *p < 0.05 compared to untreated cells. 
Figure 5: Inhibition of Smad receptor or MAPK signaling pathway in TGF-p-
treated HRP-1 ceU proliferation. HRP-I cellular proliferation was assessed using MTT 
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proliferation assay. Cells were pre-treated with SB43 1542 (A) or PD98059 (B) for Ih followed 
by treatment with lOng/ml TGF-p isoforrns for 48h. Mock group received equal amount of 
vehicle (DMSO). The results are the mean ± SEM of three independent experiments, each 
perforrned in duplicate. * P < 0.05 compared to untreated cells. 
Figure 6: TGF-p has no effect on apoptosis in both HRP-l and RCHO-l cells. The 
apoptotic effect of TGF-p isoforms on HRP-l and RCHO-l was deterrnined by treatment with 
Ong/ml, O.lng/ml, lng/ml and lOng/ml TGF-p isoforms for 24h, followed by nuclear staining 
with Hoechst dye. Apoptotic and non-apoptotic cells were counted under a fluorescent 
microscope. The results are presented as the mean ± SEM of three independent experiments. 
Figure 7: Invasiveness of placental cells is selectively increased by TGF -p isoforms. 
The effect ofTGF-p isoforms (lng/ml) on the invasive capacity ofHRP-1 (A) and RCHO-I (B) 
cells was determined using the Matrigel invasion assay. The results are presented as the mean ± 
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CHAPITRE 3 
DISCUSSION ET CONCLUSION 
3.1 Discussion 
Le succès d'une grossesse dépend de l' implantation de l'embryon dans la paroi 
utérine ainsi que de la perception de son existence par l'organisme maternel. Tout au 
long des phases menant à l'implantation, les ceIIules trophoblastiques sont exposées au 
fluide utérin riche en facteurs de croissance, en cytokines et en hormones [162]. Ces 
molécules jouent un rôle dans la modulation de l' invasion de l'endomètre par les 
trophoblastes. Bien que l ' implantation soit une étape clé du processus reproductif chez 
de nombreuses espèces, l'implantation chez la femme est un processus unique et aucun 
autre mammifère ne peut reproduire un modèle d' implantation identique [61] . 
En plus des problèmes d'éthique concernant l'utilisation d'échantiIIons de tissu 
provenant de placenta humain, des difficultés au niveau de la culture de tels tissus 
peuvent être rencontrées. En effet, bien que les ceIIules primaires de cytotrophoblastes 
humains montrent un caractère invasif, il est très difficile de les utiliser pour la recherche 
sur l' invasion puisqu'eIIes se différencient spontanément en un phénotype endocrinien, 
perdant par le fait même leur caractère invasif. De plus, le fait qu'elles représentent 
généralement une population mixte de ceIIules trophoblastiques et non trophoblastiques 
entraîne des problèmes d'interprétation [30]. Parmi les lignées cellulaires provenant de 
choriocarcinomes humains utilisées pour les tests d'invasion, on retrouve: JAR, JEG-3 
et BeWo. Cependant, ces cellules seraient faiblement invasives et ne possèdent pas le 
phénotype invasif dépendant de la différenciation [117], contrairement aux ceIIules 
RCHO-l. Dans le cadre de notre étude, nous avons utilisé des cellules de trophoblastes 
ayant été établies à partir d'un extrait de placenta de rat, les ceIIules HRP-1 , ainsi que les 
cellules RCHO-l , provenant d'un choriocarcinome de rat. Puisqu'elles expriment des 
caractéristiques propres aux ceIIules invasives, ces deux lignées ceIIulaires ont déjà été 
utilisées afm d'étudier la capacité d'invasion des trophoblastes [29;30;163]. Elles 
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constituent donc un bon modèle pour l'étude de l'implantation in vitro, pUIsque 
l'invasion de l'endomètre par les trophoblastes est une étape importante du processus. 
Chez le rat et la souris, les cellules trophoblastiques situées à l'interface maternelle 
possèdent un phénotype unique, les TGCs. Ces dernières sont des cellules plurinucléées 
et correspondent à la forme de différenciation terminale de la voie extravilleuse au cours 
de l' embryogenèse et sont d'une haute importance pour l'implantation ainsi que la 
modulation de la placentation post-implantation [164]. Au début de la gestation, les 
TGCs médient l'attachement et l' invasion du blastocyste dans l'épithélium utérin. Les 
cellules RCHO-l sont bien établies comme étant un modèle pour l'étude de la 
différenciation cellulaire puisqu 'elles reproduisent de nombreux aspects de la 
différenciation des TGCs [31], et les résultats actuels soutiennent l'hypothèse que le 
TGF-p pourrait être un facteur impliqué dans ce processus. De plus, il a été démontré 
que durant les différents stades menant à la différenciation des cellules RCHO-l en 
TGCs, la capacité d'invasion de même que les niveaux de MMP-9 ont été augmentés 
[30]. 
Il est connu que différents isoformes du TGF -p sont exprimés par l'utérus lors de 
la grossesse [136] et plusieurs études suggèrent que le TGF-p a un rôle à jouer dans 
l'invasion de l' endomètre [112;165;166]. Par conséquent, dans le cadre de cette étude, 
nous voulions déterminer l'effet de chacun des isoformes du TGF -p sur la capacité 
d' invasion des cellules trophoblastiques. Notre étude est la première à démontrer que le 
TGF-p a la capacité d 'augmenter le caractère envahissant des trophoblastes. Plus 
précisément, le TGF-p2 et le TGF-p3 augmentent la capacité d' invasion des cellules 
HRP-l alors que la capacité d'invasion des cellules RCHO-l est augmentée en réponse 
aux trois isoformes du TGF-p. 
Afin que le TGF -p puisse exercer ses fonctions, son récepteur doit être présent au 
niveau de la cellule cible. Nous avons débuté cette étude en déterminant l' expression des 
récepteurs du TGF-p chez les cellules HRP-l et RCHO-l. Il a été observé que les deux 
lignées cellulaires expriment les deux types de récepteurs du TGF -p, qui une fois sous 
forme de dimère, sont nécessaires à la liaison de la cytokine et par conséquent, à 
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l'activation des VOles de signalisation cellulaire telles que la VOle des Smads. La 
présence du T~R-III, qui agirait en tant que présentateur du TGF-~ (plus 
particulièrement du TGF-~2) au T~R-rr, n'a pas été vérifiée. De plus, la présence de 
TGF-~ endogène a aussi été détectée chez les deux lignées cellulaires. Par conséquent, 
les cellules HRP-I et RCHO-I constituent un bon modèle afin d'étudier l'impact in vitro 
du TGF-~ sur la capacité d'invasion des cellules trophoblastiques au moment de 
l'implantation. In vivo, nous pourrions déterminer l'impact du TGF-~ sur la capacité 
d'invasion des cellules trophoblastiques, et par conséquent de l'embryon, par injection 
de TQF-~ dans l'utérus de souris ou de rates gestantes par rapport à des souris n'ayant 
pas reçu de traitement avec le TGF-~. 
Comme nous l'avons mentionné précédemment, les trois isoformes du TGF-~ sont 
produits en différentes quantités par le placenta et l'utérus lors de la grossesse. Les 
résultats que nous avons obtenus dans la présente étude suggèrent que le TGF -~ pourrait 
agir de manière autocrine et paracrine en tant que régulateur de différents processus 
cellulaires tels que la prolifération et l'invasion, et ce en activant différentes voies de 
signalisation cellulaire. La voie de signalisation principale du TGF -~, la voie des Smads, 
est l'une des voies qui pourrait être impliquée dans ces processus. 
Les protéines Smads agissent en tant que molécules de signalisation, transmettant 
les signaux du TGF-~ de la surface cellulaire jusqu'au noyau. Afin de vérifier si le TGF-
~ module l'activation de la voie des Smads par la phosphorylation dans les cellules 
trophoblastiques, nous avons traité les cellules HRP-I et RCHO-I avec les différents 
isoformes du TGF-~. Nos résultats montrent que les protéines Smad2 et Smad3 sont 
phosphorylées suite au traitement avec le TGF-~, suggérant que la voie canonique du 
TGF-~ est active dans ces cellules. Nous avons aussi observé que chacun des isoformes 
active différemment la voie des Smads chez les deux lignées cellulaires. Ceci pourrait 
être expliqué par le fait que les cellules HRP-I et RCHO-I produisent toutes deux du 
TGF-~ sous forme endogène. De plus, nous avons déjà mentionné que les trois 
isoformes du TGF -~ sont différent, et par conséquent ont des activités et effets propres à 
chacuns. Des études complémentaires devront être réalisées afin de déterminer le rôle 
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exact de chacun des isoformes pour ce qui est de la prolifération, l'apoptose, ainsi que 
l'invasion. 
Par ailleurs, une étude a démontré que la voie des Smads est fonctionnelle chez 
deux lignées trophoblastiques humaines, les NPC et les JEG-3 , des cellules normales de 
trophoblaste et des cellules de choriocarcinome respectivement [167]. Cette même étude 
a mis en évidence la fonction autocrine du TGF -~ 1 dans la régulation de l'expression 
des gènes. En effet, ils ont démontré que même en absence de TGF -~ exogène, il y avait 
de l'activité transcriptionelle dans les cellules JEG-3 et que cette activité était augmentée 
par la surexpression de Smad2, Smad3 et Smad4, mais était diminuée par la 
surexpression de Smad7. L'ARNm de TGF-~l de même que des niveaux protéiques ont 
aussi été détectés dans les cellules JEG-3 . Par contre, les gènes endogènes ciblés par le 
TGF-~l et la voie des Smads restent à identifier [167]. 
Notre étude nous a aussi permis de constater que les niveaux de Smad3 étaient 
indétectables dans les cellules RCHO-l. Une étude effectuée par l'équipe de Xu et al. a 
démontré que chez des lignées humaines de choriocarcinomes (JAR et JEG-3), la 
présence de Smad3 n 'a pu être détectée, autant au niveau des protéines que de l'ARNm, 
comparativement à des lignées trophoblastiques normales ou précancéreuses [168]. Chez 
des fibroblastes humains, le TGF-~ régule l'expression de TIMP-1 grâce à la voie de 
Smad3 [169]. La régulation à la hausse de l'inhibiteur de l'activateur du plasminogène 1 
(pAI-l : Plasminogen activator inhibitor-l) est aussi régulé via Smad3, dont la présence 
est essentielle pour l'activation du promoteur de PAI-l par le TGF-~ par le biais des 
sites de fixation SpI [170]. Bien que les cellules JAR et JEG-3 contiennent les gènes de 
TIMP-1 et de PAl-l , le manque de Smad3 au niveau des protéines et de l'ARNm dans 
ces cellules pourrait prévenir la régulation à la hausse de PAI-1 et TIMP-1 par le TGF-~. 
Ce qui pourrait expliquer la perte de l'effet anti-invasif du TGF-~ chez ces cellules 
[168]. 
Nous avons précédemment souligné l'importance de la voie des Smads, induite 
suite à un traitement au TGF-~, dans la capacité d'invasion des cellules du cancer de 
l'endomètre [14]. Par conséquent, il était logique de penser que cette voie pourrait aussi 
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être impliquée dans l'augmentation de la capacité d' invasion des cellules 
trophoblastiques. 
En plus de la voie des Smads, le TGF-p active les trois voies distinctes des MAP 
kinases soit: la voie de ERK, la voie de c-Jun N-terminal kinase (JNK) et la voie p38 
MAP kinase [171-173]. Les voies de signalisation de la famille des MAPK font parties 
des voies de signalisation cellulaire les plus conservées au cours de l'évolution. Lorsque 
l'on prend en considération que les MAPK sont activées par un très grand nombre de 
stimuli extracellulaires et qu'elles régissent presque toutes les activités cellulaires, il 
n'est alors pas surprenant de penser que ces enzymes puissent également contrôler 
l'invasion et la migration de plusieurs cellules, dont les trophoblastes. 
Les résultats obtenus lors de notre étude ont montré que suite au traitement avec le 
TGF-p, les niveaux de phosphorylation des protéines p38 MAPK et p44/42 (ERK 1/2) 
des cellules HRP-l et RCHO-l sont considérablement augmentés, démontrant par le fait 
même qu'autant la voie de p38 MAPK que la voie de ERK ont été activées chez ces 
cellules. Précédemment, il a été démontré que ces voies sont impliquées dans la 
régulation de la migration de différents types cellulaires, et ce par différents mécanismes 
tels que la phosphorylation de l'adaptateur d'adhésion focal paxilline [174], l'activation 
de la kinase des chaînes légères de myosine [175; 176], la régulation positive de MMP-9 
[177] ainsi que l'activité de MMP-2 [178]. Il est par ailleurs intéressant de noter que 
l'activation de la voie de ERK a été détectée dans des cellules trophoblastiques 
intermédiaires, un phénotype invasif [179]. 
De plus, nous avons observé que les cellules HRP-l et RCHO-l expriment du 
TGF-p endogène. Ce pourrait être une explication au fait que les protéines Smad2, 
Smad3, p38 MAPK et p44/42 (ERK) sont phosphorylées de façon constitutive, mais à 
un faible niveau, dans les deux lignées cellulaires. 
Le TGF -p est connu pour avoir un effet antiprolifératif chez plusieurs lignées 
cellulaires en empêchant la phosphorylation de Rb, entraînant ainsi l'arrêt de 
progression du cycle cellulaire, les cellules demeurant alors en phase G 1 du cycle 
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[180;181]. En analysant le rôle du TGF-~ sur la croissance des cellules trophoblastiques, 
nous avons observé que les trois isoformes du TGF-~ inhibent la prolifération des 
cellules HRP-1 , tandis que les cellules RCHO-l sont résistantes à l'effet antiprolifératif 
des trois isoformes du TGF-~. Des études ont par ailleurs déjà démontré la résistance à 
l'effet antiprolifératif chez des cellules anormales humaines, soit JAR et JEG-3 [117]. 
Une des explications qui a été proposée afin: d'expliquer cette différence au niveau de la 
prolifération des cellules normales et anormales est que le type ainsi que la distribution 
des récepteurs du TGF-~ peut différencier selon les cellules [117]. Notre étude nous a 
permis de voir que les deux types de récepteurs sont présents chez les deux lignées 
cellulaires, mais les cellules HRP-1 semblent les exprimer plus fortement. D'autre part, 
parmi les mécanismes proposés afin d'expliquer cette résistance des cellules face à 
l'effet antiprolifératif du TGF -~, on retrouve une faible expression ou une mutation du 
récepteur du TGF-~, de Smad2 ou Smad4 ou alors une surexpression des protéines 1-
Smad [182]. 
De plus, afin de vérifier que l'apoptose n'était pas la cause de cette diminution de 
croissance, nous avons effectué un test de coloration des noyaux cellulaires au Hoechst 
et nous avons procédé à l'analyse des niveaux de caspase-3 clivée. Nos résultats 
démontrent que le TGF-~ n'induit pas d'apoptose de façon significative chez les deux 
lignées cellulaires. Au contraire, chez les cellules RCHO-1 , le TGF-~3 a diminué de 
façon significative le pourcentage de cellules apoptotiques comparativement au contrôle. 
Il a par ailleurs été démontré que la voie de survie cellulaire PI3K1 Akt est active chez les 
cellules RCHO-1 [108]. 
Une étude effectuée précédemment dans notre laboratoire a démontrée l'effet 
antiprolifératif du TGF-~ chez des cellules endométriales [14]. De plus, ces cellules 
étaient résistantes à l'effet pro-apoptotique du TGF-~ . Cette même étude nous a permis 
de démontrer l' implication de XIAP, protéine inhibitrice de l'apoptose liée au 
chromosome X, dans l'effet antiprolifératif du TGF-~, supportant ainsi nos résultats 
démontrant que le TGF-~ pourrait être impliqué dans l'inhibition de la croissance des 
trophoblastes. 
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Plus précisément, ces cellules endométriales sont résistantes à l 'effet pro-
apoptotique du TGF-p3 grâce à la régulation à la hausse de XIAP, via l ' activation de la 
voie de la PI3K1Akt. L' expression de XIAP dans ces cellules est modulée par chacun 
des isoformes du TGF -p et une augmentation dans son expression confère une résistance 
à l'effet pro-apoptotique induit par le TGF-p. Puisque la voie de la PI3K1Akt est aussi 
active chez les cellules RCHO-l , il est possible que dans ce cas-ci, XIAP ait aussi un 
rôle à jouer dans l'inhibition de l ' apoptose induite par le TGF-p. 
Des études préliminaires effectuées chez les cellules HRP-l nous ont permis de 
constater qu'en plus d' être active chez les cellules RCHO-l , tel que démontré par 
l'équipe de Kamei et al. [108] , la voie de la PI3K.JAkt est aussi activée par le TGF-p 
dans les cellules HRP-l. À la figure 3.1, les cellules HRP-I ont été traitées avec les trois 
isoformes du TGF-p, à une concentration de lOng/ml, pour une période de 24h. Des 
études supplémentaires devront être effectuées pour confirmer que chez les cellules 
HRP-l , les trois isoformes du TGF-p modulent la phosphorylation d'Akt de manière 
similaire. De plus, il reste à déterminer l'effet de chacun des isoformes du TGF -p sur la 
phosphorylation d'Akt dans les cellules RCHO-l . 
pAkt 
~-actine 
Figure 3.1 Modulation de la phosphorylation d'Akt dans les cellules HRP-l 
Les cellules HRP-l furent traitées avec les différents isoformes du TGF-p (10 ng/ml) 
pour une période de 24 heures. La protéine d'intérêt pAkt a été détectée par 
immunobuvardage de type Western avec un anticorps spécifique. Ce test 
préliminaire a été réalisé une fois (n= 1 ). 
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L'inhibition de la prolifération cellulaire ainsi que l'apoptose sont des pré-requis à 
la différenciation cellulaire. Il est par ailleurs bien connu que les trophoblastes se 
différencient en trophoblaste extravilleux afin d'envahir l'endomètre et ce processus de 
différenciation pourrait être accentué avec le traitement des cellules au TGF-B 
[183;184]. 
Différentes VOles de signalisation cellulaire reconnues comme ayant un rôle à 
jouer dans la prolifération cellulaire, la différenciation ainsi que la motilité, trois 
processus essentiels menant à une placentation adéquate, sont activées par le TGF-B 
chez les cellules trophoblastiques. L'effet de deux inhibiteurs sur la prolifération des 
cellules HRP-I a été évalué lors de cette étude. Le PD98059 inhibiteur de MEKI et par 
conséquent de la voie de ERK, ainsi que le SB431542, qui est un inhibiteur de ALK5 
(activin receptor-like kinase' 5), soit le TBR-I, agissant sur l'activation de la voie des 
Smads. Suite à l'inactivation de ces deux voies de signalisation cellulaire, nous avons 
effectué un test de prolifération cellulaire. Les résultats que nous avons obtenus nous 
permettent de penser que la voie de ERK pourrait être partiellement impliquée dans le 
contrôle de la prolifération cellulaire puisque l'on observe qu'après 48h d'exposition au 
TGF-B3, son effet antiprolifératif est renversé partiellement lorsque celle-ci est bloquée. 
Par contre, la voie des Smads semble n'avoir aucun impact sur la prolifération des 
cellules HRP-1 , puisque même lorsque cette dernière est inactivée, le TGF-B est tout de 
même en mesure d'induire un effet antiprolifératif. TI est possible que la voie des Smads 
ait plutôt un rôle à jouer dans la motilité/invasion ou la différenciation des cellules HRP-
1. Des études supplémentaires seront nécessaires afm de déterminer l'implication de la 
voie des Smads dans l' invasion des cellules HRP-1 et RCHO-1 . 
Bien que depuis plusieurs années le TGF-B a été largement étudié en lien avec la 
progression du cancer et des métastases [185;186], son rôle dans l'invasion du 
trophoblaste est encore mal compris. Les tests d'invasion sur Matrigel nous ont permis 
de démontrer que le TGF-B2 et le TGF-B3 augmentent le caractère envahissant des 
cellules HRP-I tandis que les trois isoformes du TGF-B possèdent la capacité 
d'augmenter celui des cellules RCHO-1. Bien que les isoformes du TGF-B partagent 
80% d'homologie, chacun des isoformes du TGF-B est différent dans sa capacité à 
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réguler le caractère envahissant des cellules. Une étude ayant été effectuée récemment 
dans notre laboratoire nous a permis de démontrer que seul le TGF-~3 pourrait 
augmenter le caractère invasif des cellules du cancer de l'endomètre [14]. 
La présente étude est la première à démontrer que le TGF -~ peut augmenter le 
caractère envahissant des cellules trophoblastiques. D'autres études ont au contraire 
rapporté une diminution de l'invasion des cellules trophoblastiques par les isoformes du 
TGF-~ [112; 187]. Cette différence pourrait bien s'expliquer par le fait que ces auteurs 
ont utilisé une dose plus faible de TGF -~ pour traiter les cellules trophoblastiques. De 
plus, les cellules trophoblastiques utilisées lors de ces études provenaient d'extraits de 
placenta humain et la différence pourrait donc provenir de la spécificité d'espèce. 
Une étude effectuée précédemment par l'équipe de Graham et al. a permis de 
démontrer que la prolifération des trophoblastes, qui comme nous l'avons déjà 
mentionné constitue la première étape du processus d'invasion, était inhibée 
significativement lorsque ceux-ci étaient exposés au TGF-~l ou au TGF-~2 et que cet 
effet pouvait être évité par l'addition d'anticorps neutralisant anti-TGF-~ [lOI]. De plus, 
ils ont montré que le TGF-~l supprimait la capacité d'invasion des trophoblastes, alors 
que l'ajout d'anticorps neutralisant permettait de restaurer cette dernière en régulant à la 
baisse les TIMPs [111]. Les résultats observés lors de notre étude portent à croire que 
d'autres phénomènes encore inexplorés seraient impliqués dans le processus d'invasion 
puisque même si la prolifération des cellules HRP-1 est diminuée lors d'un traitement 
avec le TGF-~, la capacité d' invasion des cellules peut tout de même être augmentée 
avec le TGF-~2 et le TGF-~3. Tel que mentionné auparavant, plusieurs voies de 
signalisation cellulaire sont activées par le TGF-~. Il est possible que le TGF-~2 et le 
TGF-~3 activent spécifiquement une voie de signalisation cellulaire, telle que la 
PI3K1 AKT et régule la capacité d' invasion des trophoblastes dépendamment de XIAP 
comme c'est le cas chez les cellules endométriales [14]. L'activation de la voie de ERK 
est impliquée dans la régulation de différents types cellulaires entre autre par la 
régulation positive de MMP-9 [131] ainsi que l'activité de MMP-2 [178]. Par ailleurs, 
nous savons que cette voie est active chez les lignées HRP-l et RCHO-l. Ainsi, il est 
possible que l'activation de cette voie, soit par le TGF-~2 ou le TGF-~3 conduise à 
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l'augmentation de MMP-9 ou MMP-2, résultant en une augmentation de la capacité 
d'invasion des trophoblastes. 
3.2 Nouvelles perspectives de recherche 
Bien que cette étude a permIs de faire avancer les recherches menant à la 
compréhension du phénomène de l'implantation de l'embryon et plus particulièrement 
de l'invasion de l'endomètre par les trophoblastes, des études supplémentaires devront 
être effectuées afm d'envisager un jour avoir des traitements pour les problèmes 
d'infertilité et d'avortements spontanés ou précoces. 
Tout d'abord, il serait intéressant de vérifier l'effet des inhibiteurs de la voie des 
Smads et la voie de ERK sur la prolifération des cellules RCHO-I. Dans le même ordre 
d'idée, sachant que le TGF-p active aussi la voie de p38 MAPK chez les deux lignées 
cellulaires, nous pourrions déterminer l'impact de celle-ci sur la prolifération cellulaire. 
De plus, comme nous savons que le TGF-p augmente le caractère envahissant des 
cellules HRP-I et RCHO-I, nous pourrions déterminer si les voies activées dans celles-
ci, telles que la voie des Smads, de p38 MAPK et ERK, ont un rôle à jouer dans ce 
processus. 
Dans la présente étude, nous avons vérifié l'activation de différentes voies de 
signalisation chez les deux lignées de trophoblastes. Par contre, des études 
complémentaires sont nécessaires afm de déterminer s'il y a d'autres voies de 
signalisation qui sont activées par le TGF-p dans ces deux lignées cellulaires de même 
que leur rôle sur la prolifération et la capacité d'invasion des cellules trophoblastiques. 
Par ailleurs, il est connu que les MMPs et les TIMPs sont des régulateurs de 
l'invasion chez plusieurs types de cellules dont les trophoblastes. En effet, la 
dégradation et la reconstitution de la matrice extracellulaire de l'endomètre utérin est 
requis pour l'invasion des trophoblastes et est régulé par les MMPs. Au moins 21 MMPs 
ont été identifiés jusqu'à présent [188]. Parmi ceux-ci, le MMP-9 semble être celui qui a 
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un plus grand rôle à jouer dans l'invasion des trophoblastes. Des études ont déjà 
démontré que l'expression ainsi que l'activation de MMP-9 est un pré-requis et une 
étape limitante dans l'invasion des trophoblastes [189; 190]. Dans les cas où l'expression 
de MMP-9 est déficiente ou inexistante, on remarque des difficultés dans le maintien de 
la grossesse ou dans la capacité de reproduction. Par conséquent, il serait intéressant de 
vérifier l'expression des MMPs et de leurs inhibiteurs dans les cellules HRP-1 et RCHO-
1. 
De plus, il serait intéressant de déterminer l ' impact du TGF-~ sur l'activation de la 
VOle PI3K1Akt ainsi que l' expression de XIAP chez les deux lignées cellulaires à 
l'étude. 
Enfin, nous poumons déterminer la capacité d' invasion des cellules 
trophoblastiques lorsqu'elles sont en co-culture avec des cellules épithéliales ou 
stromales de l'endomètre, puisque ces dernières sont en mesure de sécréter des cytokines 
et des molécules, telles que le LIF, l'expression d' intégrines, la mucine et autres, ayant 
un rôle à jouer dans la régulation de l'invasion de l'endomètre. 
3.3 Conclusion 
L'étude et la compréhension des mécanismes et phénomènes impliqués dans la 
grossesse constituent une étape importante dans le traitement des différents problèmes 
liés à l'infertilité ainsi qu' au maintien de la grossesse. 
Les problèmes d' infertilité et d'accouchements prématurés touchent de plus en 
plus de couples de nos jours. La principale cause d'infertilité chez la femme est reliée à 
une mauvaIse communication entre l' embryon et le tissu utérin au moment de 
l'implantation, causant des échecs d'implantation [11 ;12;191] Dans 10% des cas, la 
cause demeure inconnue [9]. C'est pourquoi la poursuite de l'étude des mécanismes et 
phénomènes impliqués aux différentes étapes de l'implantation et plus précisément lors 
de l'invasion de l'endomètre est importante. Un meilleur contrôle de l' invasion 
permettrait de régler une partie des problèmes rencontrés au niveau de l'implantation. 
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Cette étude souligne l'implication du TGF-~ dans la capacité d'invasion de 
l'endomètre par les cellules trophoblastiques. De plus, l'activation des différentes voies 
de signalisation ceIlulaire par le TGF -~ semble avoir un rôle à jouer ,jans ce processus. 
Par son rôle sur la capacité d'invasion des trophoblastes, le TGF-~ pourrait être une cible 
intéressante pour le traitement des problèmes d'infertilité reliés à un défaut dans le 
processus d'implantation de l'embryon. 
Pour conclure, cette étude suggère pour la première fois que non seulement chacun 
des isoformes du TGF-~ régule, de façon isoforme-dépendante, la capacité d'invasion du 
trophoblaste, mais est aussi en mesure d'activer les voies de signalisation intraceIlulaire 
telles que Smad, ERK et p38 MAPK chez les cellules trophoblastiques. 
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